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ACTH Adrenocorticotropes Hormon 
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AP-1  activator protein 1 
APZ Antigenpräsentierende Zelle 
BAL Bronchoalveoläre Lavage 
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cAMP cyclic adenosine monophosphate  
CD cluster of differentiation 
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COPD Chronic obstructive pulmonary disease 
COX Cyclooxygenase 
CREB cAMP response element-binding 
protein 
CRH corticotropin releasing hormone  
CSF colony stimulating factor 
DAMPs damage-associated molecular patterns 
DEX Dexamethason 
DZ Dendritische Zellen  
erTNF-α equines rekombinantes TNF-α  
g Gramm 
GALT gut associated lymphoid tissue  




IAD inflammatory airway disease 
ICAM-1 interzelluläres Zelladhäsionsmolekül 1 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
IL-1Ra Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist 
IFN-α Interferon alpha 
IFN-β Interferon beta 
IFN-γ Interferon gamma 
ISG interferon stimulated genes 
ISRE interferon stimulated regulatory 
elements 
IκB inhibitor of kappa B 
kDa Kilodalton 
KIR killer-cell immunglobulin-like receptor 
L Liter 
LBP LPS-binding protein 
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LTA lipoteichoic acid 
MALT mucosa associated lymphoid tissue 
MAP mitogen-activated protein 
MAPK Mitogen-aktivierten Proteinkinasen  
M-CSF macrophage colony-stimulating factor 
MD-2  myeloid differentiation factor-2 
mg Milligramm 
MHC major histocompatibility complex 
min. Minute 
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MPS mononukleären Phagozytensystem 
Mrd. Milliarden 
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NF-κB nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B-cells  
ng Nanogramm 
NK Natürliche Killerzellen 
NLRs nucleotide-binding oligomerization 
receptors 
NSAID non-steroidal anti-inflammatory drugs 
PAMPs pathogen-associated molecular 
patterns 
PBMC peripheral blood mononuclear cells 
PCPwL Kombination aus Phytohämagglutinin, 
Concanavalin A, Pokeweed Mitogen 
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PCR polymerase chain reaction 
pg Pikogramm 
PGE2 Prostaglandin E2 
PHA Phytohämagglutinin 
PMN Polymorphkernige Neutrophile 
Granulozyten 
PRRs pattern recognition receptors 
PWM Pokeweed Mitogen 
RAO recurrent airway obstruction 
RLRs retinoic-acid inducible gene-1-
receptors 
rTZ regulatorische T-Zellen 
s. siehe 
TACE tumor necrosis factor α-converting 
enzyme 
TGF-β transforming growth factor beta 
TH T-Helferzelle  
TLR toll-like receptor 
TNFR Tumornekrosefaktor-alpha Rezeptor 
TNF-α Tumornekrosefaktor-alpha 
TZ T-Zellen / T-Lymphozyten 
TZR T-Zell-Rezeptor 
z.B. zum Beispiel 
zTZ zytotoxischen T-Zellen 
 
EINLEITUNG  1 
 
1 EINLEITUNG 
Um den equinen Organismus vor Schäden zu schützen, sind das Zusammenwirken und die 
Koordination der zellulären und humoralen Effektorsysteme der angeborenen und erworbenen 
Immunität von essentieller Bedeutung. Ermöglicht wird dies maßgeblich durch Zytokine, eine 
Vielzahl an heterogenen, löslichen Faktoren, welche die Kommunikation unter Immunzellen steuern, 
Proliferations- und Differenzierungsvorgänge der Leukozyten regulieren sowie Immun- und 
Entzündungsreaktionen stimulieren oder inhibieren können. Die Immunzellen stellen selbst die 
Hauptproduzenten der Zytokine dar, welche aufgrund ihrer hohen biologischen Wirksamkeit 
ausnahmslos in nur geringen Konzentrationen synthetisiert werden (BALKWILL und BURKE 1989, 
KIRCHNER 1993). Allerdings nehmen Zytokine nicht nur innerhalb der Zellkommunikation bei 
ablaufenden Immun- und Entzündungsreaktionen eine Schlüsselrolle ein, sondern auch im Rahmen 
der Entstehung von Pathogenesen und Exacerbationen verschiedener equiner Erkrankungen 
(CHRISTOFFERSEN et al. 2012, HANSEN et al. 2013, MORRIS et al. 1991a, STEINBACH et al. 
2002). Exemplarisch zu nennen sind entzündliche Erkrankungen des Atmungstraktes, wie equines 
Asthma sowie Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes oder Laminitis, die mit systemischer Sepsis 
einhergehen können (DE LA REBIÈRE DE POUYADE und SERTEYN 2011, GIGUÈRE et al. 2002, 
MORRIS et al. 1991a, PIRIE 2014, WERNERS et al. 2005).  
Neben solchen pro-inflammatorischen Zytokinen existieren auch anti-inflammatorische Zytokine, 
denen eine bedeutende Rolle bei der Eindämmung von Immunreaktionen und beim Prozess der 
Gewebeheilung zukommt (ALBERT et al. 1997, AREND et al. 1998, BERTONE et al. 2014). 
Zytokine als potentielle Therapeutika, aber auch als Teil bzw. Auslöser einer Signalkaskade, die zu 
systemischen Entzündungsreaktionen im erkrankten Organismus führen, sind daher ein in den Fokus 
gerücktes Target der Erforschung vielversprechender Arzneimittel. Innerhalb der Humanmedizin wird 
der Einsatz von Zytokinantagonisten, wie Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist (IL-1Ra), bereits 
praktiziert (BRESNIHAN et al. 1998, GRANOWITZ et al. 1991) und ebenso werden gezielte 
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α)-Inhibitoren zur Therapie von septischen oder 
autoimmunbedingten Erkrankungen wie beispielsweise Rheumatoider Arthritis eingesetzt 
(ANDREAKOS et al. 2002, CROFT et al. 2013, FONG und LOWRY 1990, KIRCHNER 1993).  
In der Therapie equiner Erkrankungen sind dagegen gezielte Zytokininhibitoren noch nicht 
Gegenstand der praktischen Anwendung. Zurzeit kommen weiterhin klassische Glukokortikoide breit 
gefächert zur immunmodulatorischen und anti-inflammatorischen Therapie zur Anwendung. Es 
existieren verschiedene Zellkulturmethoden zur Messung von equinen pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen, die auf isolierten Zelltypen und Gewebefraktionen beruhen oder 
sämtliche Zelltypen im Konglomerat des Vollblutes betrachten. Ein Ziel dieser Dissertation ist es, mit 
der Evaluierung der konzentrations- und zeitabhängigen Stimulation von Zytokinen ein equines 
Vollblut-Testsystem zu etablieren, das einen weiteren Beitrag zur Einsicht in das Zytokinmuster 
leisten kann und eine Grundlage bietet, potentielle Arzneimittelgruppen testen zu können. Ein weiteres 
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist es anhand des Einsatzes der klassischen Glukokortikoide 
Dexamethason (DEX) und Hydrocortison (HC), die Modulation der Zytokinfreisetzung in der equinen 
Vollblutzellkultur zu untersuchen, um anhand dieser Grundlage letztlich die Therapie equiner 
entzündlicher Erkrankungen zu verbessern.  
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2 LITERATURÜBERSICHT 
2.1 Allgemeine wissenschaftliche Hintergründe 
2.1.1 Das Blut und das Immunsystem des Pferdes 
2.1.1.1 Zusammensetzung des equinen Blutes 
Das gesamte Blutvolumen eines Pferdes entspricht 70 - 80 ml pro Kilogramm Körpergewicht. Das 
Blut als Organ stellt eine Suspension verschiedener Zellen in einer proteinreichen und gepufferten 
Elektrolytlösung dar. Zu deren wichtigsten Funktionen zählen die Aufrechterhaltung der Homöostase, 
der Transport der Blutgase sowie der von Nährstoffen, Metaboliten und Hormonen. Zudem trägt es 
durch den Transport von Immunzellen, Immunglobulinen und Mediatoren, wie Zytokinen, maßgeblich 
zur Immunabwehr bei. Das Blut besteht aus zellulären und flüssigen Bestandteilen. Kernlose 
Erythrozyten und kernhaltige Leukozyten sind umgeben von Blutplasma, welches wässriger 
Flüssigkeit entspricht, in der alle nichtzellulären Bestandteile emulgiert oder gelöst sind. 1 Liter (L) 
equines Plasma hat einen Wasseranteil von ca. 900 g, die Blutproteine, Globulin, Albumin und 
Fibrinogen, machen 80 g aus und der restliche Anteil erstreckt sich auf diverse Plasmafaktoren, 
Elektrolyte, Glukose, Lipide und Nicht-Protein-Stickstoffverbindungen (ENGELHARDT und 
AHRENS 2005). Die Hämatopoese der verschiedenen Blutzellen läuft postembryonal im 
Knochenmark und im lymphatischen System ab. Wobei alle Blutzellen, die im hämatopoetischen 
System gebildet werden, auf eine kleine Anzahl pluripotenter, zur Selbsterneuerung fähiger, 
Stammzellen zurückgehen. Aus zwei multipotenten Hauptdifferenzierungszelllinien, der myeloiden 
und lymphoiden Zellreihe, entstehen letztlich unter Einfluss von hämatopoetischen 
Wachstumsfaktoren, sogenannten colony stimulating factors (CSF), drei Haupttypen reifer Zellen, 
nämlich Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten. Zusammen mit CSF bestimmen dabei viele 
weitere Zytokine die Proliferations- und Differenzierungsvorgänge (KIRCHNER 1993). Die 
Erythropoese wird zudem maßgeblich über das in den Nieren gebildete Hormon Erythropoetin 
bestimmt. Die normale Teilungs- und Reifungsphase der Blutzellen beträgt je Phase 6 Tage. Zudem 
werden pro Liter Blut und Tag von einem Pferd ungefähr je 2,5 Milliarden (Mrd.) Erythrozyten und 
Blutplättchen sowie 1 Mrd. Granulozyten gebildet. Wobei die Erythrozyten eine durchschnittliche 
mittlere Überlebenszeit von 120 Tagen haben und insgesamt etwa 99% der zellulären Blutbestandteile 
ausmachen. Die Überlebenszeit der Thrombozyten beträgt lediglich 3 - 10 Tage. Gealterte 
Erythrozyten und Thrombozyten werden vor allem in der Milz von Zellen des mononukleären 
Phagozytensystems (MPS) phagozytiert.  
Die Gesamtleukozytenzahl eines Pferdes beträgt 5000 - 10000 Leukozyten je Mikroliter Blut. Da 
Granulozyten beim Pferd mehr als 50% der Leukozyten im Blutbild ausmachen, spricht man von 
einem granulozytären Blutbild. Den Hauptanteil dabei stellen Neutrophile Granulozyten mit 45 - 70% 
und Lymphozyten mit 20 - 45%, danach folgen Monozyten (0 - 5%), Eosinophile Granulozyten (0 - 
4%) und Basophile Granulozyten (0 - 2%). Allerdings erstreckt sich die Mehrheit der Leukozyten auf 
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Organe und Gewebe des Körpers, wo sie ihre Funktionen als Immunzellen ausüben. Blutleukozyten 
spiegeln nur 5% der Gesamtleukozyten wieder. Das Differentialblutbild vermittelt jedoch einen 
Eindruck der aktuellen Reaktionslage des Immunsystems. Das hämatopoetische System ist befähigt 
bei erhöhtem Bedarf rasch zu reagieren, indem es die Reifungsphase auf ca. 2 Tage verkürzt und 
benötigte Blutzellen aus seinem extravasalen Speicherpool oder dem marginalen Pool freigeben kann. 
So werden beispielsweise bei bakterieller Infektion innerhalb von 30 min. Leukozyten aus dem 
marginalen Pool entlassen sowie Zellen des Speicherpools innerhalb eines Tages freigesetzt 
(ENGELHARDT und AHRENS 2005).  
 
2.1.1.2 Allgemeiner Aufbau des Immunsystems 
Das Immunsystem hat die Aufgabe den Organismus vor Infektionen zu schützen und dessen Heilung 
zu generieren. Es repräsentiert ein Netzwerk aus Zellen und Proteinen und übt seine Funktionen in 
allen Geweben und Organen aus. Im Allgemeinen zählt zu seinen Funktionen die Pathogenelimination 
sowie die damit verbundene Generierung und Kontrolle von Entzündungsreaktionen, die Produktion 
von Immunzellen, zusammen mit der Entwicklung eines Gedächtnisses zur Antigenerkennung und die 
Gewebereparatur. Allgemein definiert unterteilt sich das Immunsystem in angeborene und erworbene 
Segmente. Wobei die angeborene Immunität unvermittelt und unspezifisch agiert im Vergleich zur 
erworbenen, spezifischen Immunität, die über Primingvorgänge mit Pathogenen und Zellstimulation 
erlernt wird, verzögert reagiert, Antikörper generiert und ein Gedächtnis entwickelt (FELIPPE 2016, 
YATIM und LAKKIS 2015). Zudem stellt die angeborene Immunabwehr durch ihre Zellen und 
Mechanismen eine Verbindung zur spezifischen Immunabwehr da und ist in der Lage diese zu 
initiieren. In zentralen Organen des Immunsystems, wie Thymus und Knochenmark, werden die 
Immunzellen gebildet. Die zu vollendende Entwicklung und Aktivierung durch Antigenkontakt findet 
in den peripher-lymphatischen Organen statt, wie Lymphknoten, Milz, gut associated lymphoid tissue 
(GALT), mucosa associated lymphoid tissue (MALT) oder bronchus associated lymphoid tissue 
(BALT) (ALBERT et al. 1997, FELIPPE 2016). Im Organismus zirkulieren die Immunzellen durch 
Blut und Lymphe. Durch Chemokinattraktion können Zellen aus dem Blut heraus Diapedese begehen 
und in andere Gewebe eintreten. Dort werden sie zu residenten Zellen oder treten den Weg zurück in 
die Zirkulation an. Über regionäre Lymphknoten und letztlich durch den Ductus thoracicus gelangen 
Immunzellen aus den lymphatischen Geweben zurück ins Blut. Die Milz stellt dabei ein zentrales 
Organ dar, das Immunzellen und Antigen aus dem Blut mit organisiertem lymphatischem Gewebe 
zusammenführt (FELIPPE 2016). Da die Zytokine TNF-α, Interferon gamma (IFN-γ) und IL-1Ra, ihre 
Stimulation zur zellulären Freisetzung, die Kinetiken sowie die exemplarische Suppression durch 
Glukokortikoide innerhalb des equinen Vollblutzellkultursystems im Fokus der vorliegenden 
Dissertation stehen, wird im Folgenden das Immunsystems als Ganzes weiter gefasst in angeborene 
und erworbene Immunität untergliedert. Es wird verstärkt auf die unspezifischen Komponenten und 
bestimmte Zelltypen eingegangen, die in funktionellem Zusammenhang und Wechselwirkung mit den 
in der Dissertation thematisierten Zytokinen stehen. Das gesamte Netzwerk des Immunsystems kann 
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aufgrund der Komplexität nur ansatzweise abgebildet werden. 
 
Angeborene, unspezifische Immunität 
Die angeborene Immunität lässt sich in zelluläre und humorale Komponenten gliedern. Immunzellen 
haben dabei ihren Ursprung im Knochenmark und gehen aus hämatopoetischen Stammzellen hervor. 
Ausgehend von myeloischen und lymphoiden Vorläuferzellen folgen sie einer streng kontrollierten 
Reihe an Differenzierungsvorgängen, nicht nur innerhalb des Knochenmarks, sondern bis hin zur 
Antigenkontakt-abhängigen Entdifferenzierung in peripheren Geweben. Zu den myeloiden Zellen 
zählen unter anderem Neutrophile, Eosinophile und Basophile Granulozyten, Monozyten, 
Makrophagen, Dendritische Zellen (DZ) sowie Mastzellen (FELIPPE 2016, PARHAM und 
JANEWAY 2015). Aus lymphoiden Vorläuferzellen gehen Natürliche Killerzellen (NK) sowie an der 
spezifischen Immunität beteiligte T- und B-Lymphozyten, samt deren produzierte Antikörper und 
letztlich auch Plasmazellen hervor. Neben Immunzellen tragen im Blut gelöste Proteine, wie 
Defensine, Lysozym und Interferone oder Proteine als Botenstoffe und Komponente des 
Komplementsystems zur angeborenen Immunität bei (ENGELHARDT und AHRENS 2005).  
Die angeborene Immunantwort ist unspezifisch, läuft genetisch festgelegt ab und stellt einen 
effektiven sowie schnellen Schutzmechanismus gegen Infektionen dar, der bereits mit physiologischen 
Barrieren aus Epithelzellverbänden, Sekretion und Clearance-Mechanismen beginnt (ABBAS et al. 
2015). Zu den wichtigsten zellulären Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems zählt die 
Phagozytose. Diese bezeichnet einen Prozess, der, nachdem zur Phagozytose befähigte Zellen 
Pathogene direkt über Rezeptoren oder durch Opsonierung mit Immunglobulin oder Komplement 
erkannt haben, mit der Endozytose von Zellen, Proteinen oder Molekülen beginnt und über die 
Bildung eines Phagosoms und Phagolysosoms zum Abbau der genannten Partikel durch proteolytische 
Enzyme, reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies führt (FELIPPE 2016, PARHAM und JANEWAY 
2015).  
Phagozyten wie z.B. Monozyten, Makrophagen, Neutrophile Granulozyten oder DZ erkennen über 
ihre membranständigen oder intrazellulären pattern recognition receptors (PRRs) spezifische 
Pathogene anhand ihrer pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). Neben PAMPs werden bei 
einem Zelluntergang auch endogen freigesetzte Moleküle, damage-associated molecular patterns 
(DAMPs) erkannt. Die Bindung von PAMPs und PRRs initiiert, neben der Phagozytose, eine 
festgelegte Zellsignaltransduktionskaskade, die über Transkription und Translation zu einer 
festgelegten Immunreaktion und zur Bildung inflammatorischer Mediatoren, wie unter anderem TNF-
α, Interleukin (IL)-1 oder IFN-α und IFN-β führt, was nach Möglichkeit die komplette 
Pathogenelimination bedeutet. Zu welcher inflammatorischen Reaktion es kommt wird daher von 
Pathogenen, wie gram-positiven oder gram-negativen Bakterien, Viren, Pilzen sowie Protozoen und 
ihren jeweiligen PAMPs bestimmt (DECLUE et al. 2012).  
So interagiert beispielsweise der Zellwandbestandteil gram-negativer Bakterien, Lipopolysaccharid 
(LPS), mit dem PRR toll-like receptor (TLR)-4 auf Makrophagen und führt unter anderem zur 
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Produktion von TNF-α (FELIPPE 2016). Weitere PRRs, neben den TLRs, sind nucleotide-binding 
oligomerization receptors (NLRs), retinoic-acid inducible gene-1-receptors (RLRs) und auch lösliche 
Rezeptoren, wie Mannose-bindendes Lektin (FELIPPE 2016).  
Im Folgenden werden die Zellen der angeborenen Immunabwehr näher betrachtet, da sie die 
Hauptquellen der in der vorliegenden Dissertation betrachteten Zytokine darstellen.  
 
Granulozyten und ihre Funktionen 
Zu den Granulozyten zählen Neutrophile, Eosinophile und Basophile Granulozyten.  
Neutrophile Granulozyten sind, wie Makrophagen, zur Diapedese sowie Phagozytose befähigt und 
gehören zu den schnell reagierenden Zellen der angeborenen Immunität, die als Erste am Ort der 
beginnenden Entzündung eintreffen und hauptverantwortlich sind für die Kardinalsymptome der 
Entzündung. Chemotaktisch auf Granulozyten wirken dabei unter anderem Komplementfaktoren, 
Leukotriene oder IL-6 und vor allem IL-8 (KIRCHNER 1993). Neben der, nach Opsonierung mit z.B. 
Antikörpern besonders effektiven, Phagozytose sind Neutrophile Granulozyten auch dazu in der Lage 
ihre Granula in die Umgebung zu sezernieren und so Enzyme, wie unter anderem Lysozym, 
Lactoferrin, Kollagenase, Elastase, Neuramidase, Myeloperoxidasen oder saure Hydrolasen 
freizusetzen, welche die extrazelluläre Matrix auflösen können und ihre antibakterielle, antivirale und 
antifungale Wirkung innerhalb der Gewebsverbände vermitteln (FELIPPE 2016, KOLACZKOWSKA 
und KUBES 2013). Eine solche extrazelluläre Erregerabtötung mit Antikörperbeteiligung wird als 
antikörperabhängige, zellvermittelte Zytotoxizität bezeichnet (antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity [ADCC]) (KIRCHNER 1993). Durch die Freisetzung von Chromatin können 
mikrobakterielle Pathogene zudem durch Neutrophile Granulozyten abgefangen und an der 
Verbreiterung über den Blutstrom gehindert werden (BRINKMANN et al. 2004, KOLACZKOWSKA 
und KUBES 2013, MIYAKE und KARASUYAMA 2017).  
Die beiden anderen Fraktionen an granulären Zellen spielen eine Rolle bei Zytotoxizitätsreaktionen 
des Organismus auf Allergene und Parasiten. Dabei degranulieren zirkulierende Basophile 
Granulozyten und residente Mastzellen nach Immunglobulin (Ig) E-Bindung an ihre Rezeptoren und 
setzen vasoaktive Amine, wie Histamin, Heparin, Prostaglandine oder Leukotriene frei (FELIPPE 
2016). Dadurch werden wiederum weitere Zytokine, vor allem IL-4 freigesetzt, welches stimulatorisch 
auf die T-Helferzelle (TH)-2-Zellentwicklung einwirkt und weiter B-Zellen (BZ) sowie Eosinophile 
Granulozyten stimuliert (MIYAKE und KARASUYAMA 2017).  
Eosinophile Granulozyten werden durch IL-5 aktiviert und zur Proliferation angeregt. Sie setzen 
ebenfalls nach IgE-Bindung via Exozytose hydrolytische Enzyme und Peroxidasen zur Erreger- und 
Allergeneliminierung frei, sind zur Chemotaxis befähigt und können als Phagozyten fungieren 
(KIRCHNER 1993, WELLER und SPENCER 2017). Eosinophile und Neutrophile Granulozyten 
unterstützen somit nach Aktivierung durch Immunglobuline die spezifische Immunantwort durch ihr 
großes zytolytisches Potential.  
Insgesamt sind Granulozyten nicht nur reine Effektorzellen, die auf Zytokine anderer Zellen reagieren, 
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sondern greifen durch selbst sezernierte Zytokine auch in die Immunregulation ein 
(KOLACZKOWSKA und KUBES 2013, MIYAKE und KARASUYAMA 2017, WELLER und 
SPENCER 2017). Die Zytokine TNF-α, IL-1 und IL-8 fungieren als Hauptsignale für Granulozyten. 
Im Laufe von Immun- bzw. Entzündungsreaktionen interagieren Granulozyten eng mit Monozyten 
und aktivieren sich gegenseitig. Dabei bewirkt der granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
(GM-CSF) in beiden Zelltypen die Synthese und Freisetzung von TNF-α, IL-1, IL-6, macrophage 
colony-stimulating factor (M-CSF) und granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF). Somit wird 
die Einwanderung der Zellen ins Gewebe gefördert, die Neubildung im Knochenmark induziert und 
Funktionen der Neutrophilen Granulozyten wie Phagozytose und ADCC werden gestärkt 
(KIRCHNER 1993).  
IL-1 und TNF-α, als primäre Mediatorzytokine von Entzündungsprozessen, üben in Folge dessen 
großen Einfluss auf Granulozyten aus. Monozyten sind zwar die Hauptproduzenten beider Zytokine, 
doch Granulozyten sind ebenfalls zur Bildung befähigt. Beide Zytokine üben somit auch wichtige, 
autoregulatorische Funktionen aus. IL-1 fördert synergistisch mit IL-6 und GM-CSF die Neubildung 
von Granulozyten, steigert deren Stoffwechsel und die Sekretion genannter, antibakterieller 
Substanzen. TNF-α erhöht die ADCC, fördert über Expression von interzellulärem 
Zelladhäsionsmolekül 1 (ICAM-1) sowie weiteren Adhäsionsmolekülen, die Diapedese und erhöht die 
Phagozytosekapazität von Neutrophilen Granulozyten. Zudem aktiviert das unspezifische 
granulozytäre System das spezifische Immunsystem, da TNF-α T-Zellen (TZ) stimuliert, IL-6 die BZ-
Differenzierung zu antikörperproduzierenden Plasmazellen bewirkt und beide Zytokine die 
hepatozytäre Akute-Phase-Protein-Produktion aktivieren, um den gesamten Körper in einen zur 
Abwehr bereiten Zustand zu versetzen und systemischen Infektionsausbreitungen entgegenzuwirken.  
Aktivierte TZ der spezifischen Abwehr können über IL-2 wiederum Granulozyten stimulieren. IL-8 
wirkt chemotaktisch auf Granulozyten sowie cluster of differentiation (CD)4+ TZ. Aktiviert zur 
Ausschüttung von TNF-α, IL-1 oder auch IL-6 und IL-8 werden Granulozyten unter anderem durch 
GM-CSF oder LPS und Zymosan. Zeitlich verzögert wird ebenfalls durch LPS und Zymosan die 
granulozytäre Produktion von IL-1Ra induziert, wobei diese erheblich größer ist, als die Ausschüttung 
von Antagonisten durch Monozyten (KIRCHNER 1993, TIZARD 2013). 
 
Monozyten, Makrophagen des mononukleären Phagozytensystems 
Pulmonale intravaskuläre Makophagen zusammen mit dem MPS sorgen für die Detektion und 
Beseitigung von im Blut befindlichen Pathogenen sowie gealterter Erythrozyten und Thrombozyten. 
Zudem dienen sie als antigenpräsentierende Zellen (APZ) der funktionellen Vernetzung des 
unspezifischen und spezifischen Abwehrsystems (FELIPPE 2016).  
Zum MPS gehören Monozytenvorstufen im Knochenmark, Blutmonozyten und Gewebemakrophagen. 
Den wichtigsten monozytären Speicherpool stellt die rote Milzpulpa dar. Neben einem Teil der DZ 
gehen vor allem Makrophagen aus der Differenzierung von im Blut zirkulierender Monozyten hervor. 
Sie gehören zu den residenten Sentinel-Zellen des Immunsystems. Je nach Gewebe werden sie unter 
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anderem als Histiozyten, Osteoklasten, Kupffer-Sternzellen, Mikroglia, oder Alveolarmakrophagen 
bezeichnet. Sie detektieren Pathogene oder Schäden innerhalb von Geweben durch ihre Rezeptoren, 
können Antigen präsentieren und sind zur Phagozytose befähigt.  
Im Rahmen der nach Zellaktivierung ablaufenden Signalkaskade über Translation und Transkription 
kommt es durch pro-inflammatorische Makrophagen sowie Monozyten zur Sekretion von Zytokinen 
(TNF-α, IL-1, IL-6) und Chemokinen (IL-8). Dadurch tragen Makrophagen zur Diapedese von 
Leukozyten und der Attraktion weiterer Entzündungszellen bei (FELIPPE 2016). Zudem sind 
Makrophagen neben der Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine (z.B. IL-12, IL-23, TNF-α) auch in 
Form von anti-inflammatorischen Makrophagen maßgeblich für die Prozesse der Gewebereparatur 
verantwortlich, indem sie die Angiogenese sowie die Bildung von Granulationsgewebe fördern. Anti-
inflammatorische Makrophagen sezernieren unter anderem den transforming growth factor beta 
(TGF-β) oder Fibroblastenwachstumsfaktoren (KIRCHNER 1993, ZHOU et al. 2014). Innerhalb von 
Entzündungsreaktionen kommen beide Makrophagenformen gleichzeitig in Koexistenz vor.  
Durch Exposition mit dem Zytokin IL-4 kommt es zur Differenzierung anti-inflammatorischer 
Makrophagen, welche durch die Freisetzung von anti-inflammatorischem IL-10 Entzündungsvorgänge 
begrenzen, den oxidativen Stress mildern und die Gewebereparatur voranbringen (FELIPPE 2016).  
Im Gegenteil zur Exposition mit IL-4 führt eine erhöhte Konzentration von pro-inflammatorischem 
IFN-γ und LPS zu TLR-4 Aktivierungen und zur Differenzierung der Makrophagen hin zur pro-
inflammatorischen Form. Die Entzündungsantwort wird durch weitere Aktivierung von Neutrophilen 
Granulozyten und T-Lymphozyten gestärkt (FELIPPE 2016). 
 
Natürliche Killerzellen 
NK sind granulierte Zellen und gehören der angeborenen Immunabwehr an. Sie machen 5 - 12% der 
zirkulierenden Leukozyten aus. NK sind die einzigen Zellen der unspezifischen Abwehr, die 
ausschließlich der lymphoiden Reihe entstammen (PARHAM und JANEWAY 2015). Allerdings 
exprimieren sie weder TZ- noch BZ-Rezeptoren oder durchlaufen Reifungsprozesse im Thymus. 
Durch Granzyme, wie beispielsweise Serinesterasen und Perforin bilden sie Poren in der Zellmembran 
der Zielzelle und führen zur Zelllyse. Somit sind sie in der Lage Zielzellen abzutöten, die kein major 
histocompatibility complex (MHC)-I-Molekül an ihrer Oberfläche tragen, da diese Zellen ohne die 
MHC-I-Expression die Aktivierung der NK über deren killer-cell immunglobulin-like receptor (KIR) 
nicht inhibieren können. So wird immunologisch eine Lücke der Abwehr geschlossen, die Viren oder 
Tumorzellen nutzen, um mittels Verhinderung der Oberflächenexpression von MHC-I-Molekülen 
befallener oder veränderter Zellen der CD8+ TZ vermittelten Zytotoxizität zu entgehen. Ebenso wie 
Neutrophile Granulozyten können NK und ihre zellvermittelte Zytotoxizität aktiviert werden, wenn sie 
über IgG Zielzellen binden, die körperfremde Antigene präsentieren (FELIPPE 2016).  
Auch bei diesen Zytotoxizitätsreaktionen der NK spielen Zytokine eine Rolle. IL-2 und IFN-γ, 
freigesetzt beispielsweise bei Entzündungsreaktionen, sind in der Lage die Aktivität von NK zu 
verstärken. Neben der Einwirkung von Zytokinen auf NK, üben diese durch selbst sezernierte 
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Zytokine zudem immunregulatorische Funktion aus. Sie produzieren TNF-α, IL-1 und IFN-γ, wodurch 
wiederum Immunzellen im Rahmen von Entzündungsreaktionen aktiviert werden (KIRCHNER 1993, 
VIVIER et al. 2008). Durch Lektine, wie beispielsweise Concanavalin A (Con A) oder Pokeweed 
Mitogen (PWM), können NK ebenfalls aktiviert werden, mit nachfolgender Produktion der Zytokine 
IL-2, TNF-α sowie IFN-γ (FELIPPE 2016). 
 
Dendritische Zellen 
DZ werden bewusst am Ende der Zellen des angeborenen Immunsystems platziert, da sie im Vergleich 
zu den übrigen Immunzellen der myeloiden oder lymphoiden Zellreihe entstammen können und einen 
bedeutsamen Platz innerhalb der Vernetzung von angeborener und erworbener Immunität einnehmen 
(BANCHEREAU und STEINMAN 1998, ENGELHARDT und AHRENS 2005, GERMIC et al. 
2019).  
DZ entwickeln sich aus Vorläufern der BZ und TZ oder gehen aus Monozyten hervor. Zusammen mit 
Monozyten, Makrophagen und BZ zählen DZ zu den professionell antigenpräsentierenden Zellen. Ihre 
Fähigkeit zur Phagozytose ist etwas geringer ausgeprägt, allerdings sind sie, im Vergleich zu den 
übrigen APZ, durch die eigene Oberflächenmorphologie befähigt, über hohe Konzentration an 
präsentiertem Antigen spezifische TZ zu aktivieren und somit eine spezifische Immunantwort zu 
induzieren oder für immunologische Toleranz gegenüber Selbstantigen zu sorgen (BANCHEREAU 
und STEINMAN 1998, FELIPPE 2016, GERMIC et al. 2019, TAN und O'NEILL 2005).  
Unreife DZ, noch zur Phagozytose befähigt, befinden sich in Zirkulation, durchlaufen 
Reifungsprozesse und migrieren nach Antigenkontakt in regionäre Lymphknoten, wo sie die 
aufgenommenen, in kleine Peptide prozessierten, Pathogene mit Hilfe ihrer oberflächenassoziierten 
MHC-II-Moleküle präsentieren. Im regionären Lymphknoten präsente TZ, die das 
Oberflächenmolekül CD14 exprimieren und als CD4+ TH bezeichnet werden, erkennen die via MHC-
II präsentierten Antigene mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TZR) und werden aktiviert. Die Aktivierung 
wird verstärkt durch weitere, von DZ produzierten, kostimulatorischen Molekülen, wie unter anderem 
CD40 und CD86, welche CD40-Ligand und CD28, Liganden der CD4+ TZ, binden (BANCHEREAU 
und STEINMAN 1998, FELIPPE 2016, TAN und O'NEILL 2005). Die Erkennung von endogenem 
Antigen, beispielsweise viraler oder körpereigener Herkunft, vermitteln DZ durch MHC-I-Moleküle. 
CD8+ TZ erkennen auf diese Weise präsentiertes Antigen.  
Des Weiteren haben DZ eine wichtige Funktion innerhalb der Vermittlung der Immuntoleranz 
gegenüber Selbstantigen, indem sie Eigenantigen in der Peripherie detektieren, z.B. von im Rahmen 
der Zellerneuerung entstandener apoptotischer Zellen, und präsentieren es in den sekundär 
lymphatischen Organen. Dies erkennende TZ begehen Apoptose oder es kommt zur Entwicklung 
regulatorischer TZ (BANCHEREAU und STEINMAN 1998, FELIPPE 2016, TAN und O'NEILL 
2005). Somit sind DZ in der Lage, gemäß des eigens präsentierten Antigens, die Entwicklung und 
Richtung der erworbenen Immunantwort zu steuern.  
Zudem sezernieren sie während dieser Vorgänge Zytokine (s. Abschnitt T-Lymphozyten), wie IL-12, 
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das wiederum CD4+ TZ aktiviert und deren Proliferation induziert (BANCHEREAU und STEINMAN 
1998, FELIPPE 2016). Bei wiederholter Antigenexposition führt die Interaktion von MHC-II-
antigenpräsentierenden DZ mit TZ zur Produktion von IL-1 durch DZ sowie zur Bildung von IL-2 
durch TZ und letztlich zur klonalen Expansion der spezifischen TZ (FELIPPE 2016). 
 
Das Komplementsystem 
Das Komplementsystem gehört neben löslichen Faktoren wie den Zytokinen, Defensinen, Lysozym, 
Akute-Phase-Proteinen oder Lactoferrin, ebenfalls als lösliche Komponente zum angeborenen 
Immunsystem. Es besteht aus in der Leber produzierten, im Blut zirkulierenden, noch inaktiviert 
vorliegenden Glycoproteinen, den Komplementfaktoren. In Antwort z.B. auf ein bakteriell bedingtes 
Entzündungsgeschehen kann das Komplementsystem über drei verschiedene Wege aktiviert werden 
und mündet letztlich in der Ausübung seiner Haupteffekte: der Opsonierung, Chemotaxis und der 
Zelllyse durch die Bildung eines Membranangriffskomplexes. Der klassische Weg der 
Komplementaktivierung, auch Bestandteil der adaptiven, antigenspezifischen Immunität, wird durch 
die Bindung von Antikörpern (IgG, IgM) an Antigene ausgelöst. Antikörper binden an den 
Komplementkomplex C1, welcher über C2- und C4-Aktivierung zur Bildung des Enzymkomplexes 
C3/C5 Konvertase führt, welcher die Komplementfaktoren C3 und C5 spaltet. Der Lektin-Weg der 
Komplementaktivierung, in dem die Ficoline und Mannose-bindendes Lektin Antigene binden und zu 
C4-Aktivierung führen, sowie der alternative Weg, der über die Anhaftung der Komplementfaktoren 
D und B an Zelloberflächen zur spontanen C3-Aktivierung führt, münden ebenfalls in der C3/C5-
Konvertasebildung. Die Spaltprodukte C3b und C5b lagern sich auf Zelloberflächen an. C3b dient als 
Opsonin und C5b aktiviert den Membranangriffskomplex und führt im Zusammenwirken mit C6-C9 
zur Zelllyse. Die Faktoren C3a und C5a agieren chemotaktisch für Phagozyten (ENGELHARDT und 
AHRENS 2005, FELIPPE 2016, JUNGI 2000). 
 
Erworbene, spezifische oder adaptive Immunität 
Die beschriebenen Elemente der unspezifischen, angeborenen Immunität wie das Komplementsystem, 
APZ und die Vielzahl an von Immunzellen freigesetzten Mediatoren, stellen eine funktionelle 
Verbindung zu den Abwehrmechanismen des erworbenen Immunsystems dar und sind in der Lage 
spezifische Vorgänge zu initiieren. TZ, BZ und sich entwickelnde Plasmazellen stellen in enger 
Zusammenarbeit mit antigenpräsentierenden Zellen die Hauptkomponenten der spezifischen, zellulär 
vermittelten Immunität dar. Diese zellulären Komponenten werden ergänzt durch die humorale, 
spezifische Abwehr in Form von BZ- bzw. Plasmazell-produzierten Immunglobulinen. BZ und TZ 
gehören der lymphoiden Zellreihe an und entwickeln sich, ebenso wie die NK der angeborenen 
Immunität, aus lymphoiden Progenitorzellen im Knochenmark. 
 
B-Lymphozyten: Aktivierung und Antikörpersynthese 
BZ bzw. ihre synthetisierten Antikörper sind die Vermittler der spezifischen, humoralen Immunität. 
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Die initiale Entwicklung von BZ im Knochenmark umfasst die Formierung eines in die 
Oberflächenmembran eingebauten B-Zell-Rezeptors (BZR), der in der Lage ist spezialisiert und 
individuell eine große Anzahl an molekularen Strukturen, Antigene sowie Pathogene, unprozessiert zu 
erkennen. Im Knochenmark kommen BZ nicht mit Antigen in Verbindung und differenzieren sich erst 
weiter nach Zirkulation und Antigenkontakt. Ohne intakten BZR würden BZ autoreaktiv reagieren, 
weshalb fehlerhafte BZ vor Verlassen des Knochenmarks eliminiert werden. Der BZR besteht aus 
einem oberflächenassoziierten IgM-Molekül und den Transmembranmolekülen CD79a, CD79b und 
CD19, welche die Signaltransduktionskaskade im Rahmen der Antigen-Rezeptor-Bindung und BZ-
Aktivierung vorantreiben (ALBERT et al. 1997, FELIPPE 2016, TIZARD 2013).  
Unprozessierte Antigene erreichen via Lymphe die Lymphknoten, die Milz via Blutstrom oder sind im 
BALT, MALT oder GALT anzutreffen. Via Komplement oder Antikörper opsonierte Antigene 
können von follikulären DZ gebunden werden und dienen wiederum als Buffet für BZ. Bindet ein 
Antigenmolekül den BZR, liefert die Bindung ein erstes Signal zur Aktivierung der BZ. Ein weiteres 
Aktivierungssignal von CD4+ TZ wird ebenfalls benötigt, wobei BZ, ebenso wie APZ, den CD4+ TZ 
kleine prozessierte Peptide auf MHC-II-Molekülen präsentieren und CD40 mit CD40-Ligand und 
CD86 mit CD28-Molekülen interagieren, wodurch die Interaktion gestärkt wird.  
Über beide Signale aktivierte BZ proliferieren im Zuge der klonalen Expansion. Es entsteht eine 
Vielzahl neuer BZ mit gleicher Antigenspezifität. Der Großteil differenziert sich unter Einwirkung 
von durch CD4+ TH-2 produziertes IL-4 weiter zu kurzlebigen, nicht mehr teilungs- und 
differenzierungsfähigen Plasmazellen, die wiederum große Mengen an BZ-spezifischer IgM-
Antikörper produzieren und in die Blutzirkulation entlassen können (KIRCHNER 1993, TIZARD 
2013). Zuvor formieren sich einige der proliferierenden BZ in Lymphknoten zu germinativen Zentren, 
wo weitere BZ-Differenzierungen, wie beispielsweise die Affinität verbessernde Punktmutationen 
innerhalb der variablen Region und BZ-Proliferation ablaufen, welche wiederum durch follikuläre 
Zellen geprüft werden. Abschließend können Wechsel des Immunglobulin-Isotyp durchgeführt 
werden. Aus IgM werden IgE, IgA oder IgG.  
Beim Isotypenwechsel sind die interagierenden TZ durch ihre jeweilig sezernierten Zytokine dafür 
verantwortlich, welcher Isotyp gebildet wird. Des Weiteren entwickelt sich ein kleinerer Teil der BZ 
zu Gedächtniszellen und ist bei erneutem Antigenkontakt zur umgehenden Reaktion fähig (FELIPPE 
2016, KIRCHNER 1993, TIZARD 2013).  
Über die freigesetzten Antikörper können spezifisch Antigene gebunden und markiert werden, um sie 
zu neutralisieren und sie für weitere Immunzellen der unspezifischen und spezifischen Immunität 
sowie für Komplementkomponenten zugänglich zu machen. Zahlreiche andere Immunreaktionen 
können somit initiiert oder verstärkt werden. Antikörper bilden mit Antigenen Immunkomplexe und 
können so der Phagozytose zugeführt werden. Monozyten, Makrophagen und Granulozyten können 
durch Zytotoxizitäts- und lytische Reaktionen infizierte Zellen mit antikörpermarkiertem 
Fremdantigen eliminieren (ADCC) (KIRCHNER 1993, TIZARD 2013).  
Ohne Opsonierung durch antigenspezifische Antikörper wären die Vorgänge der Phagozytose deutlich 
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ineffizienter und auch ein großes Vorkommen an Phagozyten wäre nicht fähig durch 
Pathogenelimination eine Infektion zu kontrollieren. Innerhalb der Abwehr liefern dabei das 
Zusammenwirken bzw. die Kombination von Isotypen erfolgsversprechende Strategien zur Pathogen-
Entfernung. Beim Pferd kommen die Antikörperisotypen IgM, IgA, IgD, IgG und IgE vor und üben 
spezifische Funktionen aus (s. Tabelle 1) (JUNGI 2000, KIRCHNER 1993, TIZARD 2013). 
 





 vorherrschender Isotyp bei primären Immunreaktionen 
 wichtige Rolle bei Aktivierung des klassischen Weges des 
Komplementsystems 





 Involvierung in allergische Reaktionen 









 basolaterale IgA-Rezeptorkomplex wird von Epithelzellen 





IgD  membranständiger Antigenrezeptor BZ 
IgG 
 hauptsignifikanter Schutz der humoralen Abwehr 
 Partizipation an ADCC 
 große Mengen bei sekundären Immunantworten produziert 
 Komplementaktivierung 
 Bindung eingehend mit Fc-Rezeptoren von Monozyten, Makrophagen 
und Granulozyten und steigert so die Phagozytosekapazität von 








 direkte Neutralisierung von Bakterien, Viren und Toxinen 




 Opsonierung für Phagozytose  
IgG 
IgM 
 Komplementaktivierung (C1)  
 
T-Lymphozyten: Von MHC-Molekülen und Aktivierung über Subtypdifferenzierung von TH zu 
TH-vermittelten Entzündungsformen 
Nach initialer Entwicklung im Knochenmark wandern die langlebigen TZ in den Thymus aus, 
vollenden ihre Differenzierung und bilden ihre heterodimeren TZR aus. Je nach Rezeptorkomponenten 
werden α-β-TZ, komplettiert durch für die transmembrane Signaltransduktion bedeutsames CD3, und 
γ-δ-TZ unterschieden und durchlaufen eine positive sowie negative Selektion. Fehlerhafte α- und β-
TZR, die keine MHC-I- oder MHC-II-Moleküle erkennen, bzw. autoreaktive TZ werden im Thymus 
eliminiert. Zu CD8+ zytotoxischen T-Zellen (zTZ) werden α-β-TZ die MHC-I-Moleküle erkennen, 
jene TZ die MHC-II-Moleküle detektieren werden zu CD4+ TH.  
Die nach dem codierenden Genkomplex benannten, pleomorphen MHC-Moleküle nehmen eine 
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wichtige Funktion bei der Erkennung von Antigen durch TZ ein. Diese MHC-Moleküle binden 
Antigen und bieten es TZ an, die selbst nicht befähigt sind auf Antigene ohne körpereigene Moleküle 
zu reagieren (ALBERT et al. 1997, KIRCHNER 1993). MHC-II-Moleküle, erkannt durch CD4+ TZ 
mit spezifischer Affinität für diese, werden hauptsächlich von antigenpräsentierenden Zellen (DZ, 
Makrophagen oder equinen BZ) exprimiert und sind beladen mit nach Phagozytose oder Abtötung 
extrazellulärer Organismen aufgenommenen, prozessierten, exogenen Peptiden.  
Beschriebenes Zusammentreffen von APZ und TZ findet in der parakortikalen Zone regionärer 
Lymphknoten statt. MHC-I-Moleküle tragen endogene, körpereigene oder körperfremde Peptide, 
welche von prozessierten Viren oder Tumorzellen stammen können. Alle kernhaltigen Zellen des 
Körpers tragen MHC-I-Moleküle an ihrer Zelloberfläche. TZ, die CD8+-Oberflächenmoleküle tragen, 
können unter deren Beteiligung über ihren TZR eine Verbindung mit MHC-I-Molekülen eingehen und 
präsentierte Antigene erkennen (FELIPPE 2016). CD8+ zTZ werden somit durch APZ mit über MHC-
I-präsentiertem Antigen aktiviert, wobei zusätzlich CD4+ TZ kostimulatorisch wirken können sowie 
die Zytokine IFN-γ und IL-2 die Aktivierung positiv beeinflussen. Über Granzyme und Perforine 
bewirken sie die Lyse ihrer Zielzellen.  
Einen kleinen Teil der zirkulierenden TZ macht die ebenfalls heterogene, CD4+-Population der 
regulatorischen T-Zellen (rTZ) aus. Sie tragen zur peripheren Immuntoleranz bei und üben wichtige 
Funktionen im Rahmen der Autoimmunität sowie dem Schutz vor Gewebeschäden aus. Über die 
Sekretion von anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10 und TGF-β begrenzen sie die Aktivierung 
und Proliferation von effektorischen TZ.  
Die kleine, beim Pferd noch wenig erforschte Population an γ-δ-TZ exprimiert verschiedene TZR und 
ist befähigt intakte Proteine oder gesamte Moleküle zu binden, unabhängig von MHC-Molekülen. Sie 
zirkuliert in Blut und Geweben und kann Zytokine wie IL-4, IL-17, TNF-α oder IFN-γ sezernieren 
(FELIPPE 2016, TIZARD 2013). 
Die inflammatorische Antwort des Organismus wird üblicherweise vor allem durch aktivierte 
Makrophagen zusammen mit anderen Entzündungszellen und Mediatoren charakterisiert. Aber auch 
TZ, unterschieden in ihre TH-Subtypen, können zellvermittelte Immunreaktionen vermitteln. 
Allerdings können diese auch in immunpathologischen, chronischen Entzündungsreaktionen gipfeln 
und potentiell körpereigenes Gewebe schädigen. Innerhalb der regionären Lymphknoten unter der 
Interaktion von APZ mit TZ beginnt deren Aktivierung bzw. ihre vermittelte Immunabwehr. 
Antigenbeladene MHC-I- und MHC-II-Moleküle sensibilisieren CD8+ TZ und CD4+ TZ. So durch 
beispielsweise DZ aktiviert, differenzieren sich CD4+ TZ in TH (FELIPPE 2016). Welche TH-
Subtypen sich dabei differenzieren hängt vom präsentierten Antigen und von dem durch die jeweiligen 
antigenpräsentierenden Zellen produzierten Zytokinmilieu ab.  
Antigenspezifische CD4+ TZ werden aktiviert und unter dem Einfluss von sezerniertem IL-12 zu TH-
1, welche wiederum IFN-γ sezernieren. Der Subtyp TH17 der TH entwickelt sich unter dem Einfluss 
von IL-23, IL-6 und TGF-β, durch die Anwesenheit von IL-4 und IL-10 entwickeln sich TH-2. Im 
Rahmen der klonalen Expansion werden im weiteren Verlauf spezifische, gegen das jeweilige Antigen 
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gerichtete TZ produziert (COHN und RAY 2014, FELIPPE 2016, LAMBRECHT und HAMMAD 
2014, TIZARD 2013). Ebenso werden nach initialem Kontakt langlebige, antigenspezifische CD4+- 
und CD8+-Gedächtniszellen gebildet und können bei erneuter Antigenexposition agieren. Die klonale 
Expansion eines jeweiligen TH-Subtyps nach wiederholter Antigenexposition führt auch wiederum zu 
der Bildung großer Mengen subtypspezifischer Zytokine (FELIPPE 2016, TIZARD 2013).  
Im Fall von zellvermittelten immunopathologischen Reaktionen führt dies zur Rekrutierung von 
Leukozyten und einer verstärkten Entzündungsreaktion. TH-1 setzen unter anderem TNF-α, TNF-β 
und IFN-γ frei, welche Makrophagen aktivieren und zu Makrophagen-dominierten und letztlich gar zu 
granulomatösen Entzündungen führen können. TH-17 sezernieren IL-17, IL-22 und IFN-γ und 
aktivieren dadurch Makrophagen, die wiederum Neutrophile Granulozyten rekrutieren und aktivieren. 
Letztlich kann dies zu pyogranulomatösen Entzündungen führen. CD4+ TH-2 bewirken Antikörper-
mediierte, verzögerte Entzündungsreaktionen, einhergehend mit IgE-vermittelten Reaktionen. Zudem 
sezernieren sie die Zytokine IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 (FELIPPE 2016, KIRCHNER 1993). 
 
2.1.2 Zytokine und Entzündungsreaktionen - Mediation der Immunantwort durch 
Zytokine und Chemokine  
Zytokine sind Proteine, die eine Größe von über 5 Kilodalton (kDa) aufweisen, von vielen 
verschiedenen Zellen, vor allem denen des Immunsystems, gebildet werden können und ihre teilweise 
überlappenden, mannigfaltigen funktionellen Wirkungen auf diverse Zielzellen ausüben, um 
insbesondere die Kommunikation des Immunsystems zu vermitteln (KIRCHNER 1993).  
Entzündungsreaktionen beginnen mit dem Aufeinandertreffen von Mikroorganismen mit residenten 
Makrophagen und Mastzellen sowie deren Sekretion einer Vielzahl löslicher Entzündungsmediatoren. 
Die Kardinalsymptome der Entzündung, Rubor (Rötung), Calor (Wärme), Dolor (Schmerz), Tumor 
(Schwellung) und Functio laesa (Funktionsverlust) werden bedingt durch vasodilatatorisch wirksame 
und Schmerz auslösende Mediatoren, wie Leukotriene, Prostaglandine, Histamin, Bradykinin oder 
Serotonin. Vasodilatation führt zur Hyperämie und dazu, dass Plasmafaktoren und 
Komplementkomponenten ins Gewebe übertreten. Mikroorganismen werden opsoniert und 
Phagozyten, wie Makrophagen und Granulozyten, gehen der Phagozytose nach und werden in großer 
Zahl durch C3a, C5a und Chemokine wie IL-8 zur Chemotaxis gebracht. Damit es zur Diapedese von 
weiteren Granulozyten und Monozyten in infektiös bzw. entzündlich betroffenes Gewebe kommt, ist 
die Wirkung von TNF-α von Bedeutung.  
TNF-α aktiviert das Gefäßendothel zur Expression von Adhäsionsmolekülen und steigert dessen 
Permeabilität. Bei schwerwiegenden Infektionen, die durch diese angeborenen Abwehrmechanismen 
initial nicht in toto zu eliminieren sind, kommt es zu hohen systemischen Zytokinkonzentrationen. 
TNF-α, IL-1 und IL-6 wirken zusammen pyretisch im Hypothalamus, um durch Erhöhung der 
Körpertemperatur die Bakterienvermehrung zu begrenzen. Zudem werden über die Wirkung von IL-6 
in der Leber vermehrt Komplement- und Gerinnungsfaktoren sowie opsonierende Akute-Phase-
Proteine wie Serumamyloid A und C-reaktives Protein synthetisiert.  
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Um zu starke, für den eigenen Körper schädliche Entzündungsreaktionen zu verhindern, werden pro-
inflammatorische Mediatoren durch anti-inflammatorische Zytokine gleichzeitig gegenreguliert. So 
induziert beispielsweise IL-1 im Hypothalamus die Synthese von corticotropin releasing hormone 
(CRH), welches letztlich über das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) zur endogenen Cortisol-
Ausschüttung führt und die Zytokinsekretion von Makrophagen supprimiert (ENGELHARDT und 
AHRENS 2005).  
Im Rahmen der Immunantwort des Organismus sind das Zusammenwirken und die Koordination der 
zellulären und humoralen Effektorsysteme der angeborenen und erworbenen Immunität von 
essentieller Bedeutung und werden durch eine Vielzahl heterogener Zytokine geregelt. Neben TNF-α, 
Interleukinen oder Interferonen gehören sämtliche koloniestimulierenden Faktoren sowie der TGF zu 
den Zytokinen. Innerhalb von Immunreaktionen kommt es oft zu synergistischen Funktionen innerhalb 
der Zytokine, wobei auch gegenregulatorische Zytokine zur Reaktionsbegrenzung unabdingbar sind. 
Die wesentlichen Hauptfunktionen sind die Immunzellkommunikation und die Kontrolle von 
Proliferation und Differenzierung der gesamten Leukozytenpopulation. Immunregulatorisch wirken 
IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IFN-γ und TNF-α.  
Genannte Zytokine wirken stimulatorisch auf die Effektorfunktionen von Zellen des MPS, zTZ und 
NK. Interferone können die Zellvermehrung sowie die Blutbildung oder TGF-β inhibieren, entfalten 
jedoch auch, vor allem in Form von IFN-α und IFN-β, antivirale Wirkung. Die Zytokin-Produktion 
wird hingegen durch TGF-β und IL-10 supprimiert, um Immun- und Entzündungsreaktionen zu 
begrenzen. Als hämatopoetische Wachstumsfaktoren fungieren IL-3 und koloniestimulierende 
Faktoren, die mit Unterstützung von weiteren Interleukinen die Erythropoese und Leukopoese im 
Knochenmark vorantreiben (ALBERT et al. 1997, KIRCHNER 1993, TIZARD 2013).  
Die folgende Tabelle 2 liefert einen Überblick der an der Vernetzung der Komponenten des 
Immunsystems beteiligten Zytokine, ihrer Funktion und der für deren Synthese verantwortlichen 
Zellen. Aufgrund des Umfangs ist es nicht möglich alle erwähnten Zytokine näher zu beleuchten. Der 
bis hierhin gegebene Einblick in die Vernetzung der unspezifischen und spezifischen Immunität 
vermittelt oberflächlich die Komplexität und Bedeutung, die Zytokine innerhalb der Prozesse des 
Immunsystems innehaben. Daher werden im weiteren Verlauf pro- und anti-inflammatorische 
Zytokine mit Fokus auf TNF-α, IFN-γ und IL-1Ra eingehender erläutert. 
 
Tabelle 2: Überblick über wichtige Zytokine und deren Funktion (AREND et al. 1998, 
KIRCHNER 1993) 
Zytokin Funktion Synthese 
IL-1α 
IL-1β 
 Stimulation von Monozyten, Makrophagen, aktivierten TZ, 
Endothelzellen, Fibroblasten, Granulozyten zur Zytokinfreisetzung 
 Freisetzung von hepatozytären Akute-Phase-Proteinen  
 Prostaglandin-Freisetzung verschiedener Zellen 
 BZ-Proliferation, Fibroblasten- und Endothelzellwachstum 
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Fortsetzung Tabelle 2 
Zytokin Funktion Synthese 
 IL-2 
 Proliferation und Differenzierung von TZ, BZ und Thymozyten  
 Zytokin-Freisetzung aus TZ 
 Aktivierung von NK und zytotoxischen TZ 
 Regulation der Lymphozytenfunktion 
TZ 
 IL-3 
 Hämatopoetischer Wachstumsfaktor  
 Stimulation des Mastzellwachstums 
TZ 
 IL-4 
 Aktivierung ruhender BZ 
 Wachstumsfaktor für TZ und Thymozyten 
 Steigerung der MHC-II-Antigenexpression  
 Makrophagenaktivierung 
 Reifung und Proliferation von Mastzellen 
 Stimulation der Proliferation hämatopoetischer Stammzellen 
TZ 
 IL-5 
 Wachstum und Proliferation von BZ 
 Wachstum und Differenzierung von Eosinophilen 
 Differenzierung von Thymuszellen zu zytotoxischen TZ (synergistische 
Wirkung mit IL-2) 
TZ 
IL-6 
 Induktion der BZ-Differenzierung in antikörperproduzierenden 
Plasmazellen 
 Förderung der IgM-, IgG- und IgA-Produktion 
 Phagozytosekapazität von Monozyten und Makrophagen wird gesteigert 
 Induktion hepatozytärer Akute-Phase-Proteinen 
 Einfluss auf Proliferation und Zytokin-Produktion von TZ (Synergistische 
Wirkung mit IL-1) 
 Einfluss auf Teilung und Differenzierung zytotoxischer TZ 









 Wachstumsfaktor für BZ und Thymozyten 
 Erhöhung der Proliferation und Differenzierung von zytotoxischen TZ 
Stromazellen des 
Knochenmarks, 
Thymus und Milz 





 Wachstumsstimulation von Mastzellen und Bildung erythropoetischer 
Kolonien 
 Beteiligung an antigeninduzierter TZ-Zellstimulation 
TZ 
IL-10 
 Inhibition der Zytokinproduktion von Makrophagen, Monozyten und TH-
Subpopulationen 
 Inhibition der Sauerstoffradikal-Produktion durch Makrophagen 
 Expression von MHC-II-Molekülen auf Makrophagen und Monozyten 
wird verringert 
 Expression von MHC-II-Molekülen auf BZ wird gesteigert 






 Erhöhung der Phagozytoseleistung und Zytotoxizitätssteigerung von 
Granulozyten, Makrophagen und Monozyten 
 Erhöhung der Expression von Adhäsionsmolekülen auf Granulozyten und 
Endothelzellen 
 Expression von MHC-I-Molekülen auf Fibroblasten und Endothelzellen 
wird gesteigert 
 Unterstützung der Aktivierung antigenstimulierter TZ und Regulation der 
Antikörper-Produktion (Synergismus der IL-1) 





TNF-β  Siehe TNF-α TZ 
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Fortsetzung Tabelle 2 




 Inhibition der Virusreplikation in viral infizierten Zellen 
 Inhibition zellulärer Proliferation 
 MHC-I-Molekülexpression wird induziert 
 Induktion der Produktion weiterer Zytokine 
 Immunregulative Funktion von IFN-γ: Makrophagenaktivierung sowie 
Aktivierung von NK und TZ, Expression von Fc-Rezeptoren für IgG 
sowie die Expression von MHC-II-Molekülen wird verstärkt 




IFN-β: Fibroblasten,  
virusinfizierte Zellen 
TGF-β 
 Proliferationshemmung von B- und TZ 
 Inhibition der BZ-Differenzierung zu Plasmazellen 
 Inhibition einer Vielfalt an Zytokinen 
 Chemotaxis von Monozyten 
 Verstärkung der Proliferation von Fibroblasten und Endothelzellen 
(Synergismus mit weiteren Zytokinen) 
Vielzahl an Zellen 
CSF 
 Hämatopoeseregulation myeloischer Zellen 






 Inhibition der IL-1 vermittelten Effekte durch kompetitive Hemmung am 
Rezeptor (IL-1-Rezeptor Typ I + II) 






2.1.2.1 Pro-inflammatorische Zytokine: Tumornekrosefaktor-α und Interferon-γ 
Im Organismus gibt es eine Vielzahl pro-inflammatorischer Zytokine, die teilweise synergistische 
Effekte erzielen. Zu den primären Entzündungsmediatoren gehören vor allem die Zytokine TNF-α, IL-
1β und Vertreter der Interferonfamilie. Im Organismus nehmen sie vielfältige Aufgaben wahr und sind 
Teil vieler Signaltransduktionskaskaden innerhalb von Reaktionen des Immunsystems. TNF-α wird als 
Transmembranprotein gebildet und proteolytisch durch tumor necrosis factor α-converting enzyme 
(TACE) in eine lösliche Form überführt. Die lösliche sowie die transmembrane Form von TNF-α 
binden zwei verschiedene Rezeptoren, Tumornekrosefaktor-alpha Rezeptor (TNFR)-1 und TNFR-2, 
welche verschiedene Funktionen vermitteln. Dabei wird TNFR-1 auf nahezu allen Zellen exprimiert 
und TNFR-2 hauptsächlich auf Immunzellen (MELAGRAKI et al. 2017).  
TNF-α nimmt eine Schlüsselrolle im Immunsystem als primärer Mediator von Entzündungs- und 
Immunreaktionen ein. Zuvor durch LPS, Lymphokine oder Phagozytose von Mikroorganismen 
aktivierte Monozyten und Makrophagen stellen die Hauptsezernenten von TNF-α dar. Es wird 
frühzeitig innerhalb von Entzündungsreaktionen produziert und wirkt modulierend auf Immunzellen 
im Zusammenspiel mit Zytokinen wie IL-6 und IL-1, deren Produktion selbst durch TNF-α induziert 
werden kann. TNF-α führt bei Makrophagen und Granulozyten zur Erhöhung der 
Phagozytosekapazität sowie der antikörperabhängigen, zellvermittelten Zytotoxizität gegenüber 
Tumorzellen oder Antigen mikrobiellen sowie parasitären Ursprungs. In Kombination mit IL-1 
fungiert TNF-α dabei als Initiationssignal der IFN-γ unterstützten Makrophagenaktivierung. Des 
Weiteren bewirkt diese Kombination auf lokalen Granulozyten und Endothelzellen die Expression von 
Adhäsionsmolekülen und fördern somit die Chemotaxis und letztlich die leukozytäre Diapedese hin 
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zum entzündlichen Geschehen. Auf Fibroblasten und Endothelzellen werden durch TNF-α vermehrt 
MHC-I-Moleküle exprimiert und die Produktion von CSF stimuliert. Neben der Induktion von IL-1 
und IL-6 aktiviert TNF-α zudem Makrophagen dazu, weitere Zytokine wie CSF, Prostaglandin E2 
oder Kollagenasen zu bilden. Im Rahmen der Vernetzung von unspezifischem und spezifischem 
Immunsystem wirken TNF-α und IL-1 synergistisch auf B- und T-Lymphozyten. Die Aktivierung von 
antigenstimulierten TZ wird gefördert sowie zur Regulation der Antikörper-Produktion beigetragen 
(BARTON et al. 1991, BRADLEY 2008, KIRCHNER 1993, TIZARD 2013).  
Auf molekularer Ebene, beispielsweise im Rahmen von Pathogenesen von equinem Asthma, bewirkt 
TNF-α über die Degradierung von inhibitor of kappa B (IκB) die Aktivierung von nuclear factor 
kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-κB) und die nachfolgende Gentranskription von 
Zytokinen, Chemokinen, Adhäsionsmolekülen oder inflammatorischen Enzymen. NF-κB selbst dient 
wiederum auch als Transkriptionsfaktor für die Produktion von IL-β und TNF-α (BUREAU et al. 
2000). Die TNF-α zugeschriebene anti-tumorale Wirkung spielt innerhalb der immunregulatorischen 
Mediatorposition von TNF-α keine bedeutsame Rolle und wird aufgrund der Thematik in dieser 
Doktorarbeit nicht näher beschrieben.  
TNF-β, auch früher beschrieben als Lymphotoxin, wird von aktivierten T-Lymphozyten produziert 
und bindet dieselben Rezeptoren wie TNF-α und weist eine ähnliche biologische Aktivität auf 
(KIRCHNER 1993). Im Bereich der Humanmedizin ist TNF-α und seine therapeutische Beeinflussung 
im Rahmen von mit Sepsis einhergehenden, inflammatorischen oder autoimmunen Erkrankungen, wie 
z.B. rheumatoider Arthritis, inflammatory bowel disease oder Asthma, Gegenstand langwieriger 
Forschungen (BEUTLER und CERAMI 1989, BRADLEY 2008, SPOONER et al. 1992). Auch 
veterinärmedizinisch spielen die TNF-α-vermittelten Effekte in einer Vielzahl equiner Pathogenesen 
eine bedeutsame Rolle und sind Gegenstand vieler Studien, die sich unter anderem mit Laminitis, 
equinem Asthma, Endometritis, Septikämie oder Kolik befassen (CHRISTOFFERSEN et al. 2012, 
FELIPPE 2016, LUNN und HURLEY 2009, MACKAY 2000, MORRIS und MOORE 1991, 
MORRIS et al. 1991a, PIRIE 2014, WERNERS et al. 2005).  
Die Familie der Interferone umfasst drei wesentliche Mitglieder, die neben antiviraler Wirksamkeit 
auch bedeutsame immunregulatorische Fähigkeiten besitzen. Des Weiteren besitzen sie 
antiproliferative Eigenschaften und können zur Tumorrückbildung führen. Untergliedert werden die 
Interferone in die säurestabilen, durch Virus induzierbaren Typ I Interferone IFN-α und IFN-β sowie 
IFN-γ, ein säurelabiles und durch Antigen induziertes Typ II Interferon. IFN-α und IFN-β werden von 
virusinfizierten Zellen sezerniert. Die Hauptproduzenten sind Monozyten, Makrophagen und 
Fibroblasten (KIRCHNER 1993, TIZARD 2013). Viele Zellen sind zudem dazu in der Lage geringe 
Mengen endogenes Interferon zu produzieren, ohne dass die Produktion induziert werden muss. 
Dieses Interferon fungiert als Wachstumsfaktor (BILLIAU und MATTHYS 2009, KIRCHNER 1993). 
IFN-γ wird dagegen nach Antigenstimulation im Rahmen der Aktivierung von TZ und NK produziert 
und wirkt als Schlüsselzytokin der zellvermittelten Immunität modulierend auf Immunreaktionen ein 
(ALBERT et al. 1997, FELIPPE 2016, GUTMANN et al. 2005). Ebenso sind Mitogene wie die 
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Lektine Phytohämagglutinin (PHA) und Con A potente Induktoren von IFN-γ (BILLIAU und 
MATTHYS 2009, KIRCHNER 1993).  
Es gibt zwei Typen an Rezeptoren über die Interferone ihre biologischen Wirkungen entfalten. IFN-α 
und IFN-β binden an Typ I Rezeptoren und IFN-γ an Typ II Rezeptoren. Interferonrezeptoren werden 
von fast allen Zelltypen exprimiert. Nachdem ein Interferonmolekül an einem passenden Rezeptor 
bindet, läuft eine hierarchisch geordnete Signaltransduktionskaskade ab. Es kommt zur Rezeptor-
Konformationsänderung, welche im Rahmen des Phosphoinositolwegs die Proteinkinase C aktiviert, 
welche wiederum die zytoplasmatischen Faktoren Eα und Eγ zur Dimerisierung aktiviert, so dass 
dieses Dimer in den Zellkern transloziert. Dort erfolgt die Bindung an interferon stimulated regulatory 
elements (ISRE) und die Transkription der interferon stimulated genes (ISG) wird induziert. Aus der 
gebildeten ISG-messenger ribonucleic acid (mRNA) werden über die Translation im Folgenden die 
Genprodukte bzw. Proteine gebildet, welche die durch Interferon mediierten Effekte vermitteln. Es 
kommt zum Aufbau eines antiviralen Apparates, die Zellteilungsrate wird herabgesetzt und 
immunkompetente Zellen reagieren auf die Interferonwirkung mit der Sekretion von Zytokinen und 
wirken immunmodulatorisch (ALBERT et al. 1997). Beispielsweise wird die zytotoxische Funktion 
von NK gesteigert oder IFN-γ reguliert über die Steigerung der MHC-Molekülexpression die Funktion 
von TH und zTZ. Als pro-inflammatorisches TH-1-Zytokin hemmt IFN-γ das IL-4 induzierte 
Wachstum von BZ und wirkt antagonistisch auf die TH-2 modulierte IgG- und IgE-Synthese ein 
(ALBERT et al. 1997, MACKAY 2000, TIZARD 2013).  
Besondere Bedeutung kommt IFN-γ als Makrophagen-aktivierender Faktor zu. Dabei werden 
Makrophagen durch IFN-γ (vor-)aktiviert und reagieren auf eine Kombination mit einem weiteren 
Signal, wie beispielsweise LPS oder IL-1, mit erhöhter antimikrobieller Aktivität, Zytotoxizität und 
verstärkter Sekretion inflammatorischer Mediatoren wie TNF-α (ALBERT et al. 1997, LUEDKE und 
CERAMI 1990, MACKAY 2000). LUEDKE und CERAMI (1990) beschrieben gar eine Überwindung 
der DEX-induzierten Suppression der LPS-induzierten TNF-α-Synthese durch IFN-γ. Selbst TZ oder 
NK werden zur IFN-γ-Produktion stimuliert durch Zytokine wie IL-1, Il-12 oder IL-18 (KIRCHNER 
1993, MACKAY 2000). Antiproliferativ und antiviral wirken vor allem IFN-α und IFN-β. Die 
antiproliferative Wirkung wird entfaltet, indem sie die Expression von Protoonkogenen und 
Onkogenen hemmen, wodurch die Zellteilungsrate vermindert wird (KIRCHNER 1993, TIZARD 
2013). Nicht zuletzt durch seine Schlüsselrolle innerhalb der zellvermittelten Immunität ist IFN-γ ein 
integraler Bestandteil der Pathogenesen vieler Erkrankungen des Pferdes, seien es Septikämien oder 
equines Asthma (AINSWORTH et al. 2003, FELIPPE 2016, MACKAY 2000, PIRIE 2014). 
 
2.1.2.2 Anti-inflammatorische Zytokine: Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist 
Unter den anti-inflammatorischen Zytokinen nimmt IL-1Ra eine Sonderstellung ein, da es als direkter 
Antagonist zu IL-1 fungiert indem es zur direkten Kompetition am Rezeptor kommt (AREND et al. 
1998, DINARELLO 1991). Aufgrund des durch IL-1Ra hervorgerufenen Antagonismus gegenüber 
IL-1 wird im Folgenden auf Funktionen und Wirkungen von IL-1 eingegangen. Bei den beiden 
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Formen von IL-1, IL-1α und IL-1β, handelt es sich um pro-inflammatorische Zytokine, die neben 
ihren Hauptquellen (Monozyten und Makrophagen) auch von diversen Zellen, wie z.B. Fibroblasten, 
Endothelzellen, Granulozyten oder lymphatischen Zellen gebildet werden können. Beide Zytokine 
haben vergleichbare biologische Aktivität inne, wobei IL-1β als löslicher Mediator in Blut oder 
Gewebsflüssigkeiten zirkuliert. IL-1α liegt zumeist zellassoziiert vor.  
Die Zielzellen von IL-1 stellen ein breites Spektrum dar und sind hauptsächlich an Entzündungs- und 
Immunreaktionen beteiligt. Endothelzellen und Fibroblasten werden zur Sezernierung von 
Wachstumsfaktoren und IL-6 angeregt, Stammzellen und frühe Progenitorzellen des Knochenmarks 
werden durch IL-1 sensitiver für CSF, im Thymus wird die Reifung von TZ reguliert sowie die 
Proliferation und Differenzierung von BZ gestärkt. Reife TZ stimulieren IL-1 zur Teilung und 
Zytokinsekretion. Durch den Antigenkontakt aktivierte TH exprimieren vermehrt IL-2 Rezeptoren und 
die Zytokine IL-2, IL-4, IL-5 und IL-6. Auf Makrophagen und Monozyten wirkt IL-1 auto-
stimulatorisch und fördert seine eigene Produktion neben der von weiteren Zytokinen, wie unter 
anderem von TNF-α, IL-6, Interferonen, CSF, Prostaglandinen oder Komplementfaktoren.  
Funktionelle Synergien bestehen mit IL-6 und TNF-α. Alle gehören zu den endogenen Pyrogenen und 
können im Hypothalamus die Temperaturregulation direkt oder indirekt über Prostaglandin E2 (PGE2) 
beeinflussen. Zusammen mit IL-6 wird in der Leber die Produktion von Akute-Phase-Proteinen 
induziert oder die Proliferation und Zytokinproduktion von TH im Rahmen von 
Entzündungsreaktionen gefördert. IL-1 und TNF-α regulieren die Antikörper-Produktion von BZ und 
veranlassen Granulozyten oder Endothelzellen zur Expression von Adhäsionsmolekülen (ALBERT et 
al. 1997, AREND 2002, KIRCHNER 1993, TIZARD 2013). IL-1Ra fungiert als direkter Antagonist 
zu IL-1 und wird nach zellulärer Aktivierung durch IgG, bakterielle und virale Komponenten oder 
Zytokine wie GM-CSF, IL-4, IFN-γ oder TNF-α ins extrazelluläre Milieu sezerniert (AREND et al. 
1998, KIRCHNER 1993, ORINO et al. 1992). Dabei existieren zwei Formen von IL-1Ra, eine 
sekretorische und eine zytoplasmatische Form, die von einer Vielzahl von Zellen produziert werden 
können. Dazu gehören unter anderem Monozyten, Makrophagen, Neutrophile Granulozyten oder auch 
Epithelzellen, Fibroblasten und Keratinozyten. Auch hepatische Zellen produzieren IL-1Ra mit den 
Charakteristika eines Akute-Phase-Proteins (AREND et al. 1998). Beide, IL-1 und IL-1Ra, besetzen 
die gleichen Rezeptoren und es kommt durch IL-1Ra zur kompetitiven Hemmung am Rezeptor und 
folglich zur Inhibition der Wirkungen von IL-1 (AREND 2002, MCCOLL et al. 1992).  
IL-1Ra induziert nach Rezeptorbindung selbst keine intrazelluläre Antwort (AREND et al. 1998). Um 
IL-1 vom Rezeptor zu verdrängen und somit pro-inflammatorische Effekte von IL-1 zu inhibieren, 
braucht es bis zu 100-fach größere Konzentrationen an IL-1Ra (AREND 2002, DINARELLO 1991, 
MCCOLL et al. 1992). MARSH et al. (1994) sowie DINARELLO und THOMPSON (1991) 
beschrieben in Bezug darauf in vitro die Suppression einer Endotoxin- bzw. IL-1β-induzierten TNF-α-
Freisetzung durch hohe IL-1Ra-Konzentrationen. Des Weiteren beobachteten humane Studien erhöhte 
Level von IL-1Ra im peripheren Blut von septisch- und chronisch-rheumatisch erkrankten Patienten 
sowie bei akuten inflammatorisch-asthmatischen Erkrankungen der Lunge (AREND 2002, AREND et 
LITERATURÜBERSICHT   21    
 
al. 1998). Zudem führten Injektionen von IL-1 und IL-6 zu einem Anstieg von IL-1Ra im Blut. Da 
diese Zytokine die Produktion von Akute-Phase-Proteinen in der Leber regulieren, wurde die 
Bedeutung von IL-1Ra als Akute-Phase-Protein in weiterführenden Untersuchungen bestätigt 
(AREND et al. 1998, GABAY et al. 1997).  
Als therapeutischer Ansatz wird IL-1Ra bereits in Bereichen der Humanmedizin verwendet und es 
konnte durch direkte Verabreichung von IL-1Ra die Mortalitätsrate von septisch erkrankten Patienten 
signifikant gesenkt werden (AREND et al. 1998, ZABEL und SCHADE 1993). Auch in der Therapie 
der humanen rheumatoiden Arthritis, bei deren Pathogenese IL-1β und TNF-α eine zentrale Rolle 
einnehmen, wurde IL-1Ra erfolgreich eingesetzt (AREND et al. 1998, BRESNIHAN et al. 1998). 
Ebenso zeigte die Therapie der equinen Osteoarthritis mit autolog konditioniertem Serum, welches 
reich an IL-1Ra und Wachstumsfaktoren ist und die IL-1Ra-Produktion stimuliert, klinische Erfolge 
(FRISBIE et al. 2008, FRIZZIERO et al. 2013). 
 
2.2 Therapeutische Beeinflussung der Zytokin- und Mediator-Freisetzung 
2.2.1 Inhibition der Zytokinfreisetzung durch Glukokortikoide 
Glukokortikoide besitzen anti-inflammatorische, immunsuppressive und anti-allergene Eigenschaften 
und werden sehr häufig, sowohl in der Human- als auch in der Veterinärmedizin, als Antiphlogistika 
eingesetzt, die sowohl humorale als auch zelluläre Elemente des Immunsystems beeinflussen (LATIF 
und MORRIS 2013, SAKUMA et al. 2000). Klassische Glukokortikoide wie Dexamethason (DEX) 
oder Prednisolon werden in der Pferdemedizin hauptsächlich als anti-inflammatorisch wirkende 
Pharmaka zur Therapie mannigfaltiger Erkrankungen, wie z.B. zur Behandlung von Arthritiden 
eingesetzt (SOMA et al. 2005). Vor allem bei der Therapie equiner inflammatorischer 
Atemwegserkrankungen wie z.B. equinem Asthma werden Glukokortikoide erfolgreich eingesetzt 
(COUROUCÉ-MALBLANC et al. 2008). Zu den häufig eingesetzten klassischen Glukokortikoiden 
gehören, neben Prednisolon, Triamcinolon oder Fluticason, vor allem DEX und Hydrocortison (HC) 
(FELIPPE 2016). DEX weist dabei in Vergleich zu HC eine deutlich längere Wirkdauer und eine 25-
fach stärkere Wirkpotenz auf (SOMA et al. 2005). Sie hemmen die Proliferation von TZ und APZ und 
führen zu einer reduzierten Ausschüttung pro-inflammatorischer Zytokine (VAN KOOTEN et al. 
2009).  
Glukokortikoide diffundieren aufgrund ihrer Lipophilie in die Zellen und binden im Zytoplasma an 
den Steroid-Rezeptor (ASHWELL et al. 2000). Dadurch kommt es zu einer Separation des Rezeptors 
von dem Hitze-Schock-Protein 90. Der gebildete Komplex gelangt in den Zellkern und führt zur 
Transkription verschiedener Proteine. Zum einen kommt es zur Transrepression, wobei 
Transkriptionsfaktoren wie NF-κB, activator protein 1 (AP-1) oder cyclic adenosine monophosphate 
(cAMP) response element-binding protein (CREB) direkt gebunden und supprimiert werden. Zum 
anderen kommt es zur Transaktivierung verschiedenster Transkriptionsprozesse über die Bindung an 
Promotoren oder zu post-translationalen Wirkungen mit Effekt auf die mRNA-Stabilität 
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inflammatorischer Zytokine (AUPHAN et al. 1995, FELIPPE 2016, SCHEINMAN et al. 1995). Das 
Protein NF-κB wird des Weiteren durch einen Anstieg des spezifischen inhibitorischen Proteins 
inhibitory factor kappa beta gehemmt (GOODRICH und NIXON 2006). Dem Transkriptionsfaktor 
NF-κB wird eine Schlüsselrolle für die Steigerung der Produktion pro-inflammatorischer Zytokine 
zugeordnet. Die Hemmung von NF-κB führt somit zu einem signifikanten anti-inflammatorischen 
Effekt. Dieser wird vermittelt durch eine gedämpfte Gentranskription von pro-inflammatorischen 
Zytokinen, Chemokinen, Adhäsionsmolekülen sowie weiteren inflammatorischen Enzymen und ist 
daher ein zentraler Bestandteil wissenschaftlicher Untersuchungen (BOUMPAS und WILDER 2001, 
BUREAU et al. 2000). Immunzellen wie Neutrophile und Eosinophile Granulozyten sowie 
Monozyten und Lymphozyten besitzen die erwähnten Steroid-Rezeptoren (GOODRICH und NIXON 
2006). Eine Aktivierung führt zu einer Vielzahl an gewebe- und systemspezifischen anti-
inflammatorischen Effekten wie beispielsweise die Reduktion der Chemotaxis (WIENER et al. 1975), 
der Gefäßpermeabilität und der Antigen-Phagozytose (MELBY 1977). Durch Glukokortikoide werden 
die Diapedese von Neutrophilen Granulozyten sowie die Degranulation von Eosinophilen 
Granulozyten und Mastzellen herabgesetzt (ANDRADE et al. 2004, HERZER und LEMMEL 1980). 
Auch wird die Expression von inflammatorisch wirkenden Zytokinen, wie IL-1, IL-6 und TNF-α, von 
MHC-II-Molekülen und IL-12 durch APZ reduziert. Durch Letztere reduziert sich die Kapazität naiver 
TZ Antigen zu präsentieren und die Differenzierung zu TH-1-Lymphozyten (FELIPPE 2016). Die 
Proliferation von TZ wird gehemmt und es wird weniger TZ aus lymphoiden Geweben freigesetzt. 
Insbesondere TH-1 produzieren weniger Granzyme und Zytokine, vor allem die Expression von IFN-γ 
wird reduziert (FELIPPE 2016, FLAMINIO et al. 2009).  
Die Erforschung der anti-inflammatorischen Mechanismen von Glukokortikoiden, die für die 
Inhibition der Zytokinproduktion verantwortlich sind, ist insbesondere in der Pferdemedizin von 
großem wissenschaftlichem Interesse, da ein großer Bedarf an spezifisch wirkenden Arzneimitteln, 
mit geringen Nebenwirkungen besteht. Denn unter fortwährender immunsuppressiver Therapie mit 
Glukokortikoiden kann es, hauptsächlich über den Mechanismus der Transaktivierung, zum Auftreten 
klinischer Nebenwirkungen wie Nebennierenrindensuppression, Hepatopathien, Muskelatrophie oder 
Laminitis kommen und eine erhöhte systemische Infektanfälligkeit, insbesondere gegenüber viralen 
und fungalen Erregern ist gegeben (DAUVILLIER et al. 2011, EDINGTON et al. 1985, SWEENEY 
und HABECKER 1999). Den Glukokortikoiden ähnliche Wirkung entfalten weitere 
Immunsuppressiva wie Azathioprin über die Hemmung der Nucleotidsynthese oder Phosphatase- und 
Kinase-Inhibitoren wie Cyclosporin A oder Tacrolimus als Makrolidantibiotikum. Beispielsweise 
supprimiert Cyclosporin A, über die Inhibition der Dephosphorylierung von Transkriptionsfaktoren, 
die Produktion von IL-2, IL-4, TNF-α und IFN-γ, welche wichtige Faktoren zur TZ-Aktivierung und -
Proliferation darstellen (FELIPPE 2016). 
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2.2.2 Inhibition der Zytokinfreisetzung durch weitere Pharmaka und Substanzen  
2.2.2.1 NSAID 
Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) werden zur Therapie von im Zusammenhang mit 
systemischer Endotoxämie stehenden Erkrankungen beim Pferd, wie z.B. Kolik oder neonataler 
Septikämie, genutzt und finden generellen Einsatz zur Hemmung von mit akuten Entzündungen 
einhergehenden Schmerzen (JACKMAN et al. 1994). Der zugrunde liegende Mechanismus ist die 
Hemmung der Cyclooxygenase (COX), einem Schlüsselenzym der Oxidation von Arachidonsäure zu 
Eicosanoiden (FELIPPE 2016). Die Arachidonsäure wird entweder durch das Enzym COX zu 
Prostanoiden (Prostaglandinen, Thromboxanen und Prostazyklin) metabolisiert oder durch die 
Lipoxygenase zu Leukotrienen (FELIPPE 2016, HINZ und BRUNE 2002). Dabei existieren 2 
Isoformen von COX: COX-1, das housekeeping enzyme, wird in nahezu allen Geweben exprimiert 
und mediiert physiologische Antworten des Organismus, wie Zellprotektion im Magen oder 
Aggregation von Blutplättchen. Die COX-2 wird ebenso konstitutiv von Geweben und auch Zellen 
(beispielsweise Makrophagen, Monozyten oder Synovialzellen), die in Entzündungsvorgänge 
involviert sind, exprimiert. Über die Bindung von pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktoren wie 
NF-κB an der Promotorregion ist die COX-2 zudem induzierbar und vor allem regulierbar. COX-2 ist 
hauptsächlich an der Prostanoidsynthese beteiligt und somit maßgeblicher Bestandteil akuter und 
chronischer Entzündungsprozesse (FELIPPE 2016, HINZ und BRUNE 2002). Eine durch 
Entzündungsvorgänge aktivierte COX-2 gipfelt dabei in der Produktion des bedeutsamen Prostanoid 
PGE2, welches wiederum die Kardinalsymptome inflammatorischer Geschehen vermittelt 
(KHANAPURE et al. 2007, NAKANISHI et al. 2010).  
Welche COX-Isoform letztlich von unterschiedlichen NSAID reversibel oder irreversibel gebunden 
werden kann und ob spezifisch eine COX-1- oder COX-2-Isoform gehemmt wird, hängt von 
Differenzen innerhalb der Aminosäurensequenz der Bindungsstellen der Isoformen ab. Neuere 
Generationen von NSAID zielen mittlerweile auf der COX nachgeschaltete, noch spezifischere 
Enzyme als Target ab. Ebenso wie Glukokortikoiden werden NSAID beim veterinärmedizinischen 
Einsatz Nebenwirkungen zugeschrieben (SIARD et al. 2016). Insbesondere, wenn nicht-selektiv auch 
die COX-1 supprimiert wird, können vor allem gastrointestinale und renale Beeinträchtigungen 
auftreten. Eine selektive COX-2 Inhibition vermittelt die therapeutischen Effekte der NSAID wie 
Entzündungshemmung, Analgesie und Fiebersenkung (HINZ und BRUNE 2002). Durch die in der 
Tiermedizin eingesetzten nichtselektiven (COX-1 und COX-2) und selektiv wirkenden (COX-2) 
NSAID, wie beispielsweise Aspirin, Flunixin-Meglumin, Celecoxib, Meloxicam, Sulindac, Carprofen, 
Phenylbutazon, Ketoprofen, Diclofenac oder Indomethacin, wird neben der über die Reduktion der 
Eicosanoidsynthese erzielte verringerte Produktion von an Entzündungsprozessen beteiligten 
Prostaglandinen und Thromboxanen auch eine Wirkung auf Zytokine zugeschrieben (BRIDEAU et al. 
2001, MYERS et al. 2010).  
In bovinen Vollblutzellkulturen konnte eine Reduktion der mRNA-Expression von TNF-α durch teils 
oben aufgeführte NSAID beobachtet werden (MYERS et al. 2010). Höchstwahrscheinlich über die 
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Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-κB (BRYANT et al. 2003, HINZ und BRUNE 2002). 
Carprofen konnte nachweislich die Produktion von IL-6 in einer Zellkultur von equinen Chondrozyten 
und Synovialozyten verringern (ARMSTRONG und LEES 2002). Flunixin-Meglumin und 
Phenylbutazon erwiesen anti-inflammatorisch wirkendes Potential und inhibierten die Produktion von 
lymphozytärem IFN-γ in vitro anhand von isolierten equinen peripheral blood mononuclear cells 
(PBMC) (SIARD et al. 2016). Jedoch gibt es auch kontroverse Studien beim Pferd, in denen NSAID 
keine Wirkung auf pro-inflammatorische Zytokinkonzentrationen zeigten (BASKETT et al. 1997, 
JACKMAN et al. 1994), sogar eher zu einer Erhöhung dieser führen konnten (LANDONI et al. 1996). 
LPS, pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1β und TNF-α und Wachstumsfaktoren induzieren COX-
2; IL-4, IL-13 sowie das anti-inflammatorische IL-10 inhibieren dieses Isoenzym (FELIPPE 2016, 
HINZ und BRUNE 2002). Es gibt eine Vielzahl von Ansätzen die Zytokinproduktion oder die durch 
Zytokine hervorgerufenen Effekte zu hemmen und somit Pathogenesen von Erkrankungen zu mildern.  
Des Weiteren wurden unter anderem auch cAMP-Analoga, die ihre Wirkung über eine intrazelluläre 
Erhöhung von cAMP vermitteln, oder Hemmer des mitogen-activated protein (MAP)-Kinase-
Signaltransduktionsweges erfolgreich eingesetzt, um anhand von equinen Monozyten die Expression 
oder Proteinproduktion von LPS induziertem TNF-α und COX-2 zu supprimieren sowie gleichzeitig 
die Freisetzung von anti-inflammatorischem IL-10 zu erhöhen (ELYOUSSFI et al. 2016, SUN et al. 
2010, SUN et al. 2008). Auch Polyphenole besitzen anti-inflammatorisches Potential und es konnte in 
vitro gezeigt werden, dass in equinen PBMC von alten Pferden eine Inhibition der pro-
inflammatorischen Zytokine TNF-α und IFN-γ erfolgte. In Bezug auf die Effektivität der Hemmung 
war diese vergleichbar oder gar stärker als die Inhibition durch NSAID wie Flunixin-Meglumin und 
Phenylbutazon (SIARD et al. 2016). MORRIS et al. (1992) untersuchten Inhibitoren von 
Arachidonsäuremetaboliten anhand einer equinen in vitro Kultur peritonealer Makrophagen und 
wiesen eine Reduktion der TNF-α-Aktivität nach. Aktuell werden systemisch verabreichte 
Glukokortikoide hauptsächlich zur Therapie von equinem Asthma eingesetzt (BUREAU et al. 2000, 
DAUVILLIER et al. 2011). 
 
2.2.2.2 Small molecules und Anti-Zytokinantikörper  
Small molecules stellen eine große, sehr heterogene Gruppe von niedermolekularen Verbindungen dar, 
die eine Vielzahl biologischer Funktionen, wie die eines Arzneimittels oder Signalmoleküls, triggern 
können. In der Humanmedizin werden derzeit verschiedene, hoch spezifische Ansätze zur 
Immunmodulation verfolgt, die sich mit small molecule-Inhibitoren befassen. Dies sind verschiedenste 
Arzneimittel die gezielt unter anderem Protein-Protein-Interaktionen hemmen, wie beispielsweise die 
von CD40 und CD40-Ligand im Rahmen der Signalkaskade, die zur TZ-abhängigen BZ-Proliferation 
führt (CHEN et al. 2017, CROFT et al. 2013). Als weiteres Bespiel sind Inhibitoren des TACE zu 
nennen (HE et al. 2005). Somit können gezielt spezifische Entzündungsreaktionen und 
Immunantworten, darunter die Aktivierung von Immunzellen oder die Produktion von Zytokinen, 
modelliert werden (CHEN et al. 2017). Insbesondere stehen Moleküle der Immunglobulin- und der 
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TNF-TNFR-Superfamilie im Fokus als Angriffspunkte für die Therapie mit small molecules (CHEN et 
al. 2017, CROFT et al. 2013, HE et al. 2005, MELAGRAKI et al. 2017). Einsatz finden small 
molecules unter anderem im Rahmen der Therapie Rheumatoider Arthritis. Im Mausmodel und 
anhand isolierter humaner PBMC konnte die durch die IκB-Kinase vermittelte Phosphorylierung von 
IκB und die folgende Translokation in den Nukleus von NF-κB inhibiert werden sowie die Produktion 
der Zytokine IL-1β, IL-6, IFN-γ und TNF-α signifikant reduziert werden (PODOLIN et al. 2005).  
Neben small molecules zählen monoklonale Antikörper zu den biologischen Arzneimitteln und 
werden insbesondere eingesetzt, um auf Schlüsselzytokine wie TNF-α gezielten Einfluss nehmen zu 
können (CROFT et al. 2013, ELYOUSSFI et al. 2016, MELAGRAKI et al. 2017). Zu nennen sind 
beispielsweise Infliximab, Adalimumab oder das Fusionsprotein Etanercept (ELYOUSSFI et al. 2016, 
MELAGRAKI et al. 2017). Monoklonale Anti-Zytokinantikörper (z.B. Anti-TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-
12, IL-17) sind etwas größer als small molecules und sind nicht in der Lage die Blut-Hirnschranke zu 
überwinden. Eingesetzt werden sie beispielsweise bereits in der Humanmedizin bei der Arthritis- 
sowie der Krebstherapie (ELYOUSSFI et al. 2016, THOMAS et al. 2016). Spezifische monoklonale 
equine Anti-Zytokinantikörper zur validierten Detektion equiner Zytokine, geschweige denn zur 
therapeutischen Anwendung sind derzeit nur in sehr geringem Maße vorhanden (SCHNABEL et al. 
2013). Allerdings konnten humane Anti-Zytokinantikörper in Studien zu humanem und equinem 
Asthma erfolgversprechend eingesetzt werden (BUREAU et al. 2000). Für die spezifische Therapie 
bei equinen inflammatorischen Atemwegserkrankungen oder von Erkrankungen einhergehend mit 
septisch-entzündlichen Geschehen, wie beispielsweise Laminitis oder Arthritiden, ist eine genaue 
Kenntnis des Zusammenspiels inflammatorischer und anti-inflammatorischer Komponenten eine 
wichtige Voraussetzung. Es besteht eine Notwendigkeit zur Entwicklung potenter Arzneimittel, die 
spezifischer im Zielgewebe und geringer systemisch wirken als beispielsweise Glukokortikoide oder 
NSAID. Zum aktuellen Zeitpunkt bestehen gerade in der Veterinärmedizin noch große Defizite in der 
spezifischen Immuntherapie. Zytokinantikörper, Zytokinrezeptorantagonisten oder small molecules 
könnten in der Zukunft Medikamente wie beispielsweise Glukokortikoide oder NSAID mit ihrer 
breiten systemischen Wirkung ablösen. Eine Grundvoraussetzung ist hierfür die Entwicklung 
etablierter und standardisierter Testsysteme, in denen Entzündungsprozesse auf molekularer und 
zellulärer Ebene realitätsnah nachempfunden werden und die inhibitorische Wirkung neuer, spezifisch 
wirkender Arzneimittel im Vergleich zu herkömmlichen Wirkstoffen wie z.B. Glukokortikoiden 
getestet werden kann. 
 
2.3 Equine Zellkulturmodelle zur Zytokindetektion  
Um Zytokine nachweisen zu können, gibt es eine Vielzahl von Systemen und Methoden die bereits 
seit geraumer Zeit Gegenstand intensiver Forschungen sind. Diese erstrecken sich von Bioassays über 
die Herstellung monoklonaler Antikörper bis hin zur Isolation von für Zytokine kodierenden Genen 
und deren Rekombination (KIRCHNER 1993).  
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2.3.1 Stimulation der Zytokinfreisetzung 
Um equine Immunzellen zur Freisetzung von Zytokinen zu stimulieren, lassen sich verschiedene 
PAMPs nutzen, die mit den Rezeptoren auf Immunzellen interagieren und diese aktivieren (FELIPPE 
2016, TIZARD 2013). Beispielsweise lassen sich equine PBMC durch Zellwandbestandteile gram-
positiver Organismen, wie lipoteichoic acid (LTA) und Peptidoglycan und deren Interaktion mit TLR-
2 oder NLRs, ebenso wie durch die Interaktion von LPS gram-negativer Bakterien mit TLR-4, zur 
Produktion von TNF-α, IL-6 sowie IL-1β stimulieren (DECLUE et al. 2012). Proteine wie LPS, die 
teilungsfördernd auf Zellen wirken und somit zur Proliferation oder auch der Produktion von 
Zytokinen führen, werden allgemein als Mitogene bezeichnet. Eine wichtige Gruppe der Mitogene 
stellen die Lektine dar, welche insbesondere als polyklonale Aktivatoren von Lymphozyten zur 
Proliferation sowie zur Zytokinproduktion anregen und in einer Vielzahl human- und 
veterinärmedizinischer Studien eingesetzt wurden (ADAMS et al. 2008, BANKS und HENSON 1973, 
HOROHOV et al. 2010, KRISTENSEN et al. 1982, PETERS und VEERKAMP 1982, SUN et al. 
2012, TIZARD 2013). Lektine sind aus Pflanzen (meist Leguminosen) isolierte Proteine und binden 
spezifisch Zuckerreste von Glycoproteinen der Zellmembranen, wodurch Lektine Einfluss auf 
Vorgänge des Zellstoffwechsels nehmen und zur Agglutination von Zellen führen können (WIMER 
und MANN 2002). In Folge der Agglutination werden die Zellen zur Zellteilung und zur Synthese von 
Proteinen aktiviert und somit das Immunsystem beeinflusst, ähnlich Antigen-induzierten 
Immunantworten in vivo (KRISTENSEN et al. 1982).  
Beispielsweise stimulierten FREER et al. (2017) equine PBMC zur Freisetzung von equinem IL-2, 
einem bedeutsamen TZ-Wachstumsfaktor und Schlüsselmediator der TZ-Differenzierung, unter 
anderem mittels PWM, Con A, PHA und LPS. Zudem können durch Lektine, wie Con A oder PWM, 
NK ebenfalls aktiviert werden mit nachfolgender Produktion der Zytokine IL-2, TNF-α sowie IFN-γ 
(FELIPPE 2016, WIMER und MANN 2000). Dies wird bekräftigt durch eine bereits früh publizierte 
Arbeit von KRISTENSEN et al. (1982), welche die Ansprechbarkeit equiner peripherer 
Blutlymphozyten auf die Lektine PHA, Con A und PWM beschreibt und postuliert, dass über Lektine 
stimulierte equine Lymphozyten insbesondere über die Produktion von IL-2 zur weiteren Aktivierung 




LPS ist ein Bestandteil der äußeren Membran von gram-negativen Bakterien und nach dem Erreichen 
der systemischen Zirkulation an den Pathogenesen von diversen equinen Erkrankungen beteiligt. 
Diese gehen mit Endotoxinämie einher und werden durch die Freisetzung von Zytokinen mediiert 
(BRYANT et al. 2007, MORRIS et al. 1990a, MORRIS et al. 1991a, WERNERS et al. 2005). 
Eingesetzt wird LPS in einer Vielzahl experimenteller in vitro, in und ex vivo Studien zur Stimulation 
von Zellen zur Zytokinfreisetzung oder Simulation systemischer Entzündungsreaktionen (FELIPPE 
2016, MACKAY 2000, SUN et al. 2010). Auf zellulärer Ebene aktiviert LPS vor allem Monozyten 
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und Makrophagen durch Interaktion mit LPS-binding protein (LBP), den zelloberflächen-assoziierten 
Komponenten CD14, myeloid differentiation factor-2 (MD-2) und TLR-4, was letztlich über 
Signaltransduktionskaskaden, wie den IκB-Kinase-NF-κB-Weg und drei Mitogen-aktivierten 
Proteinkinasen (MAPK), zur Produktion von Zytokinen, Chemokinen oder der Freisetzung von 
Arachidonsäuremetaboliten und somit zu einer Monozyten-gesteuerten Aktivierung des angeborenen 
Immunsystems führt (SUN et al. 2010, TIZARD 2013). Neben Monozyten und Makrophagen wirkt 
LPS auch auf BZ mitogen und regt deren Proliferation an (KLASEN et al. 2018, TIZARD 2013). In 
humanmedizinischen Studien wurde LPS beispielsweise in Konzentrationen von 1 µg/ml zur 
Stimulation von Zytokinen im Vollblutzellkultursystem verwendet (VAN DER LINDEN et al. 1998).  
 
Phytohämagglutinin und Concanavalin A  
Die Lektine PHA und Con A werden aus Leguminosen extrahiert. PHA stammt aus der roten Bohne 
(Phaseolus vulgaris) und Con A aus der Jacobs-oder Jackbohne (Canavalis ensiformis). Beide gelten 
als polyklonale TZ-Aktivatoren (TAJIMA et al. 1990, WATSON und ZANECOSKY 1991) und sind 
in der Lage die Freisetzung von Zytokinen wie TNF-α und IFN-γ zu induzieren (EDINGTON et al. 
1989, WIMER und MANN 2002). Allerdings wird PHA neben der primären Stimulation von TZ auch 
ein leichter Effekt auf BZ zugeschrieben (JANOSSY und GREAVES 1971, TIZARD 2013). Die 
Studie von GONZALEZ et al. (1994) hat gezeigt, dass PHA und Con A nicht nur spezifisch isolierte 
TZ stimulieren können, sondern auch weitere Zellfraktionen innerhalb von isolierten peripheren 
mononukleären Blutzellen zur Mediator-Produktion aktivieren. Beispielsweise sind NK ebenfalls zur 
Produktion von IFN-γ befähigt, welche 10 - 15% an PBMC ausmachen (GONZALEZ et al. 1994).  
 
Pokeweed Mitogen  
PWM wird aus Kermesbeeren (Phytolacca americana) extrahiert und stimuliert in Vergleich zu PHA 
und Con A TZ und BZ gleichermaßen (JANOSSY und GREAVES 1971, TIZARD 2013, WIMER und 
MANN 2002). Unter den hier genannten Mitogenen wurde insbesondere dieses aus 5 Fraktionen (Pa-1 
bis Pa-5) bestehende Mitogen in verschiedenen Studien bezüglich seines immunotherapeutischen 
Potentials untersucht (WIMER und MANN 2002, WIMER und MANN 2000). 
Neben erwähnten Mitogenen können noch diverse weitere Stoffe als Mitogene fungieren. So fungieren 
beispielsweise die Protease Trypsin oder Fc-Fragmente der Immunglobuline ebenso als BZ-Mitogene 
(TIZARD 2013). In der vorliegenden Arbeit wurde neben LPS alleine auch eine Kombination aus 
Phytohämagglutinin, Concanavalin A, Pokeweed Mitogen und Lipopolysaccharid (PCPwL) zur 
Stimulation der Zytokinfreisetzung eingesetzt. 
 
2.3.2 Vollblutzellkultursysteme und Systeme mit isolierten Zellen 
Es gibt verschiedenste Möglichkeiten Zytokine, ihre Freisetzung, Bedeutung und Beteiligung an 
Pathogenesen zahlreicher Erkrankungen zu untersuchen. Zytokine geben dabei Aufschluss über den 
Aktivierungsstatus von Zellen und dienen als Indikatoren der zellulären Immunität. Allerdings stehen 
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vor allem im Bereich der Veterinärmedizin verlässliche, reproduzierbare Testmethoden zur 
quantitativen Zytokinanalyse noch nicht in ausreichender Form zur Verfügung. Was nicht zuletzt 
daran liegt, dass Zytokine auf relativ kurze Distanz in recht geringen Konzentrationen biologisch aktiv 
sind, was es erschwert die ermittelte Serumkonzentrationen in Relation zur Beteiligung am jeweiligen 
Krankheitsbild bzw. Reaktion des Immunsystems zu setzen. Je nach Fragestellung bedient man sich 
verschiedener Zellen und Systeme. Aufgrund der Komplexität und Diversität erhebt die folgende 
Ausführung keineswegs den Anspruch sämtliche Systeme zu nennen, sondern berücksichtigt primär 
Zellen des Immunsystems und deren assoziierten Zytokine. Um beispielsweise die Beteiligung von 
Zytokinen an Erkrankungen des equinen Atmungstraktes wie equines Asthma zu erforschen, werden 
häufig Bronchoalveoläre Lavagen (BAL) durchgeführt, um bronchoalveoläre Lavageflüssigkeit 
(BALF) zu gewinnen. Dabei wird sterile Kochsalzlösung endoskopisch in die Atemwege transferiert 
und darauf wieder aspiriert, wodurch die in den Atemwegen lokalisierten Zellen heraus gespült 
werden. Anschließend kann durch weitere laborbiochemische Methoden, wie beispielsweise PCR-
Untersuchungen (polymerase chain reaction) eine Expression von Zytokinen gemessen werden. Bei 
Erkrankungen wie dem equinen Asthma werden mit dieser Methode insbesondere die Zellen des 
angeborenen Immunsystems wie Neutrophile Granulozyten, Mastzellen, Eosinophile Granulozyten, 
Makrophagen und Lymphozyten untersucht. So liefert eine BAL bei equinem Asthma erhöhte 
Fraktionen an Neutrophilen und Eosinophilen Granulozyten sowie eine erhöhte mRNA-Produktion 
pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1β, TNF-α oder IL-23 (HUGHES et al. 2011). Im Gegensatz 
zur genannten Methode der PCR lassen sich mit Methoden wie ELISA die tatsächlichen Mengen an 
freigesetztem Zytokin detektieren und quantifizieren (ADAMS et al. 2008, LAVOIE-LAMOUREUX 
et al. 2010).  
Neben der Untersuchung von Zellen des Atmungstraktes werden auch Zellen des Blutes auf ihre 
Zytokinproduktion hin untersucht. Dabei können PBMC mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation 
isoliert werden (BRYANT et al. 2007, NOBLE und CUTTS 1967, TARGOWSKI 1976) oder via 
magnetic bead antibody cell separation einzelne TZ-Fraktionen untersucht werden, indem Zellen 
zusammen mit Magnetpartikel gebundenen, zellfraktionsgerichteten Antikörpern inkubiert werden und 
beim Durchlauf eines magnetischen Feldes separiert werden (KLEIBER et al. 2005). Des Weiteren 
können verschiedenste kultivierte Zelllinien zum Einsatz kommen, um nach Stimulation deren 
freigesetzte Zytokinkonzentration zu bestimmen. Im Fall der TNF-α-Bestimmung kann beispielsweise 
anhand der murinen Fibrosarkomzelllinie WEHI 164 clone 13 ein Zytotoxizitätsassay durchgeführt 
werden, da die Zellen sensibel auf im Zellkulturüberstand vorhandenes TNF-α reagieren (MORRIS et 
al. 1990b, WERNERS et al. 2006). In Bezug auf spezielle Fragestellungen oder Erkrankungen bedient 
man sich gezielter Fraktionen von Zellen. Zur Studie von beispielsweise equinen 
Gelenkserkrankungen werden gesunden Pferden Chondrozyten und Synovialozyten entnommen und 
kultiviert. Durch Behandlung der Zellkultur mit LPS lässt sich die Produktion von Zytokinen wie IL-
1ß und IL-6, welches wiederum eine wichtige Rolle beim Übergang bzw. der Vermittlung zwischen 
angeborener und erworbener Immunität spielt, stimulieren (ARMSTRONG und LEES 2002).  
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Auch werden zur Zytokindetektion gezielt etablierte equine monoklonale Antikörper für spezifische 
Zytokine eingesetzt (SCHNABEL et al. 2013). So wiesen FREER et al. (2017) die Detektion von 
equinem IL-2, einem bedeutsamen TZ-Wachstumsfaktor und Schlüsselmediator der TZ-
Differenzierung, mittels eines monoklonalen Anti-equinen-IL-2-Antikörper nach. Dabei wurden 
PBMC unter anderem mit PWM, Con A, PHA und LPS stimuliert und sekretiertes IL-2 mittels 
ELISA, Durchflusszytometrie und Westernblott gemessen. Auch ADAMS et al. (2008) nutzten diese 
Verfahren zur Quantifizierung von Immunzellen und deren synthetisierten Zytokine TNF-α und IFN-
γ. Aber die Anzahl spezifischer, gegen Zytokine gerichteter, equiner monoklonaler Antikörper 
limitiert meist eine Messung vorhandener Proteinmengen (SCHNABEL et al. 2013).  
Im Vergleich zur Detektion von Zytokinen anhand bestimmter Zellfraktionen, die darauf abzielen eine 
Krankheit anhand der Beteiligung eines gewebetypischen Zelltyps zu untersuchen, kann das 
Vollblutzellkultursystem den aktuellen Immunstatus eines Individuums widerspiegeln. So können 
beispielsweise systemische, mit Entzündungsreaktionen einhergehende Erkrankungen wie 
Septikämien und die daran beteiligten Zytokine untersucht werden (DECLUE et al. 2012, DEFORGE 
und REMICK 1991, WERNERS et al. 2006). Zudem enthält das Medium Vollblut dabei sämtliche 
Wachstums- und Plasmafaktoren, weitere im Netzwerk des Immunsystems bedeutsame Zytokine 
sowie verschiedene Zelltypen und wahrscheinlich die Zellaktivität und -zusammensetzung 
beeinflussende Isolationsverfahren werden vermieden (BENBAREK et al. 1998, DAMSGAARD et al. 
2009, DECLUE et al. 2012, GROOTE et al. 1992, KIRCHNER et al. 1982, WERNERS et al. 2006). 
Dabei beschreiben GROOTE et al. (1992) im Vergleich einer Vollblutzellkultur mit PBMC höhere 
gemessene Konzentrationen von TNF-α und IFN-γ auf Seiten der Vollblutzellkultur sowie eine unter 
Zellisolationsprozessen von PBMC aufgetretene Veränderung des Verhältnisses von Monozyten und 
Lymphozyten. In PBMC war dieses vermindert aufgrund von signifikant geringeren Konzentrationen 
an Monozyten. DAMSGAARD et al. (2009) bestätigen dies mit dem Ergebnis einer stärkeren 
Korrelation der LPS induzierten TNF-α-Freisetzung im Vollblut mit monozytärer TNF-α-Freisetzung 
in Vergleich zu der von PBMC produzierten Zytokinkonzentration.  
Inter-individuelle und dem alternden Organismus angepasste immunologische Schwankungen 
innerhalb der von Immunzellen exprimierten Konzentration von Zytokinen lassen sich im Vollblut 
erfolgreich abbilden (ADAMS et al. 2008, DAMSGAARD et al. 2009, GROOTE et al. 1992, 
HOROHOV et al. 2010, VAN DER LINDEN et al. 1998, WILSON et al. 1991). Ältere Pferde zeigten 
erhöhte TNF-α-Werte im Serum und mehr IFN-γ produzierende Lymphozyten (ADAMS et al. 2008). 
Wobei GROOTE et al. (1992) erklären, dass sich individuelle Unterschiede in Bezug auf die 
Konzentrationen gemessener Zytokine, wie unter anderem IL-1β, IFN-γ und TNF-α, deutlicher in 
PBMC-Kulturen abbilden als im Vollblut, ausgedrückt in Form von im Vollblut kleineren Intra-
Assay-Standardabweichungen. Des Weiteren lassen sich verschiedenste Mitogene und Stimuli der 
Zytokin- bzw. Mediatorfreisetzung anhand des equinen Vollbluts testen sowie die Ansprechbarkeit des 
Organismus und seine Reaktionen auf beispielsweise zirkulierendes Endotoxin bei bakteriell 
bedingten Septikämien sowie auf in Heu und Umgebung enthaltende Pathogene im Rahmen von 
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equinen asthmatischen Erkrankungen können simuliert und nachempfunden werden (CEUSTERS et 
al. 2012, DECLUE et al. 2012, DEFORGE und REMICK 1991, HANSEN et al. 2013, LAVOIE-
LAMOUREUX et al. 2012, LAVOIE-LAMOUREUX et al. 2010, LECLERE et al. 2011, 
PARVIAINEN et al. 2001). Somit zeigt sich anhand von verschiedenen human- und in Teilen auch 
veterinärmedizinischen Studien die Eignung des Vollblutzellkultursystems für die Quantifizierung von 
Zytokinen. Insbesondere besteht ein Nutzen Zytokinkinetiken zu untersuchen (DEFORGE und 
REMICK 1991, GROOTE et al. 1992) sowie die Möglichkeit eine ex vivo Testung potentieller 
Arzneimittel durchzuführen (BAUQUIER et al. 2015, CUNIBERTI et al. 2012, LOHMANN et al. 
2003, OUAGUED et al. 2005, PARVIAINEN et al. 2001).  
 
2.4 Fragestellung der Dissertation 
Zytokine sind an der Pathogenese noch immer häufig vorkommender Erkrankungen des Pferdes 
beteiligt und spielen bei deren Exacerbationen eine Schlüsselrolle. Insbesondere mit Blick auf die 
Freisetzungskinetiken equiner Zytokine im Vollblut gibt es noch weiterführenden Forschungsbedarf, 
um bestehende Versuchsbedingungen samt Detektionszeitpunkte zur Messung produzierter Zytokine 
und Testzeitpunkte potentieller Zytokininhibitoren verbessern und spezifizieren zu können. Daher ist 
das Ziel der vorliegenden Arbeit ein verlässliches Detektionssystem von Zytokinmustern zu etablieren, 
in dem Zytokine zeit- und konzentrationsabhängig stimuliert werden können, um so deren 
Freisetzungskinetiken speziell beim Pferd abzubilden. Anhand dieses Systems wird die 
konzentrationsabhängige Zytokinhemmung mit Glukokortikoiden untersucht. Somit soll ein wichtiger 
Beitrag zur weiteren Einsicht in die Wechselwirkungen der Zytokine untereinander geleistet werden 
und die Möglichkeit eröffnet werden, diese in vivo-nah zu untersuchen und mögliche Pharmaka testen 
zu können. 
  




Publikation 1: Release kinetics of tumor necrosis factor-α and interleukin-l receptor antagonist in 
the equine whole blood 
Autoren: Simon Rütten, Gerald F. Schusser, Getu Abraham und Wieland Schrödl 
Journal: BMC Veterinary Research (Juni 2016) 12 (1): 1 17 
Diese Arbeit beschreibt die Etablierung der equinen Vollblutzellkultur anhand der zeitabhängigen 
Freisetzung der Zytokine TNF-α und IL-1Ra nach Stimulation mit Lipopolysaccharid im Vergleich 
mit einer Lektinkombination. 
Erklärung des Eigenanteils: 
Folgende Aufgaben und Untersuchungen die Bestandteil der ersten Publikation sind wurden von mir 
persönlich durchgeführt: 
 Auswahl geeigneter equiner Probanden und eigenständige Probenentnahme und -aufbereitung 
 Erstellung und Organisation der Versuchsabläufe 
 Etablierung der equinen Vollblutzellkultur und eigenständige Durchführung der Zellkulturansätze 
 Etablierung der Zytokin-ELISA und eigenständige Durchführung aller ELISA-Experimente 
 Eigenständige Analyse, statistische Auswertung und graphische Darstellung der erhaltenen Daten 
 Verfassen des Manuskripts der Publikation und Einarbeitung von sämtlichen Korrekturen 
Die Aufgaben der anderen Autoren der Veröffentlichung bestanden in der Erarbeitung der grund-
liegenden Zielsetzung, in der Leitung und Betreuung des Projektes (Prof. G. Abraham, Prof. G. F. 
Schusser und Prof. W. Schrödl) sowie in der fachlichen Anleitung im Rahmen der Etablierung labor-
technischer Methoden (Prof. W. Schrödl). Weiterhin wurden die ausgewerteten Daten der 
Vollblutzellkulturansätze und ELISA-Experimente begutachtet und besprochen sowie an der 
Erstellung und Korrektur des Manuskripts mitgewirkt (Prof. G. Abraham, Prof. G. F. Schusser und 
Prof. W. Schrödl). 
 
Publikation 2: Modulation of TNF-a, IL-1Ra and IFN-γ in equine whole blood culture by 
glucocorticoids 
Autoren: Simon Rütten, Wieland Schrödl und Getu Abraham 
Journal: Veterinary Immunology and Immunopathology (April 2019) 210: I -5 
Diese Arbeit beschreibt die Anwendung des equinen Vollblutzellkultursystems anhand der 
konzentrationsabhängigen Modulation der Zytokine TNF-α IL-1Ra und IFN-γ durch den Vergleich 
der beiden Glukokortikoide Dexamethason und Hydrocortison. 
Erklärung des Eigenanteils: 
Folgende Aufgaben und Untersuchungen die Bestandteil der zweiten Publikation sind wurden von mir 
persönlich durchgeführt: 
 Auswahl geeigneter equiner Probanden und eigenständige Probenentnahme und -aufbereitung 
 Erstellung und Organisation der Versuchsabläufe 
 Etablierung und eigenständige Durchführung der Modulationsversuche mit Glukokortikoiden 
 Etablierung und eigenständige Durchführung der Zellkulturansätze und ELISA-Experimente 
 Eigenständige Analyse, statistische Auswertung und graphische Darstellung der erhaltenen Daten 
 Verfassen des Manuskripts der Publikation und Einarbeitung von sämtlichen Korrekturen 
Das Projekt wurde von Herrn Prof. G. Abraham und Prof. W. Schrödl betreut. Die ausgewerteten 
Daten der Vollblutzellkulturansätze und ELISA-Experimente wurden begutachtet und analysiert sowie 
an der Erstellung und Korrektur des Manuskripts mitgewirkt (Prof. G. Abraham, Prof. W. Schrödl). 
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3.1 Freisetzungskinetik von TNF-α und IL-1Ra im equinen Vollblut 
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3.2 Modulation der Freisetzung von TNF-α, IL-1Ra und IFN-γ in der 
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4 DISKUSSION 
Zytokine sind an den Pathogenesen von Erkrankungen des Pferdes beteiligt und können bei deren 
Exacerbationen eine Schlüsselrolle einnehmen. Insbesondere mit Blick auf die Freisetzungskinetiken 
equiner Zytokine im Vollblut gibt es noch weiterführenden Forschungsbedarf, um bestehende 
Versuchsbedingungen samt Detektionszeitpunkte zur Messung produzierter Zytokine und 
Testzeitpunkte potentieller Zytokininhibitoren verbessern und spezifizieren zu können. Daher ist das 
Ziel der vorliegenden Arbeit ein verlässliches Detektionssystem von Zytokinmustern zu etablieren in 
dem Zytokine zeit- und konzentrationsabhängig stimuliert werden können, um so deren 
Freisetzungskinetiken speziell beim Pferd abzubilden. Anhand dieses ex vivo Vollblutzellkulturmodel 
des Pferdes werden die Kinetiken der TNF-α-, IFN-γ-, und IL-1Ra-Freisetzung aufgezeigt sowie die 
konzentrationsabhängige Zytokinhemmung mit Glukokortikoiden durchgeführt. Des Weiteren bietet 
dieses System somit die Möglichkeit die inter-zelluläre Antwort equiner Blutzellen zu simulieren in 
Antwort auf Induktoren von Entzündungsreaktionen (sogenannter PAMPs) und dadurch soll ein 
wichtiger Beitrag zur weiteren Einsicht in die Wechselwirkungen der Zytokine untereinander geleistet 
werden, um weitere wissenschaftliche Fragestellungen der equinen Immunantwort innerhalb 
systemischer Inflammation zu untersuchen sowie potentielle Zytokininhibitoren und anti-
inflammatorische wirkende Pharmaka zu evaluieren. 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation sind: 
 
1. Mit einem Blutanteil von 20% konnte in der equinen Vollblutzellkultur eine optimale  
Zytokindetektion durchgeführt werden und unterschiedliche, zeitabhängige 
Freisetzungskinetiken von TNF-α, IL-1Ra und IFN-γ wurden beobachtet. 
 
2. LPS und PCPwL erwiesen sich als geeignete Stimulanzien, um die Freisetzung von Zytokinen 
im equinen Vollblutzellkultursystem zu induzieren. 
 
3. Die Konzentrationen der verschiedenen Zytokine gipfelten zu unterschiedlichen Zeitpunkten, 
welche als optimale Detektionszeitpunkte etabliert werden konnten. 
 
4. ErTNF-α induzierte ebenfalls die Freisetzung von IL-1Ra. 
 
5. In der equinen Vollblutzellkultur konnte eine Inhibition der Zytokinfreisetzung durch 
Glukokortikoide aufgezeigt werden. Eine stärkere Suppression der Zytokinkonzentration 
erfolgte durch DEX als durch HC. 
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4.1 Zytokinfreisetzung im equinen Vollblut 
Die vorliegende ex vivo Methode der equinen Vollblutzellkultur wurde innerhalb des Studiendesigns 
ausgewählt, um die physiologischen Bedingungen der in-vivo-Situation des Tieres so genau wie 
möglich nachzuahmen. In Bezug auf die Nutzung, Eignung und Eigenschaften der equinen 
Vollblutzellkultur stimmen die Vorgehensweise der vorliegenden Arbeit mit den Studien von 
DECLUE et al. (2012), DAMSGAARD et al. (2009) und GROOTE et al. (1992) überein. Im 
Vergleich zur Isolation und Kultivierung von Zelltypen, welche das Zellüberleben und die Reaktion 
auf Stimulation beeinflussen können, sind die physiologischen Gegebenheiten bei der 
Vollblutzellkultur erhalten. Alle Zellpopulationen verbleiben zusammen und können ihre 
modulierenden Funktionen und Effekte im natürlichen Milieu in Form von gegenseitiger 
Einflussnahme ausüben. Des Weiteren verbleiben Plasmafaktoren, verschiedene Zytokine und 
Wachstumsfaktoren im Vollblut unverändert erhalten, z.B. LPS-binding protein (LBP) (WERNERS et 
al. 2005). In der von DAMSGAARD et al. (2009) durchgeführten Studie wurde die Zytokinproduktion 
innerhalb des humanen Vollbluts mit der von isolierten PBMC und Monozyten verglichen. Die LPS-
induzierte TNF-α-Freisetzung im Vollblut zeigte eine stärkere Korrelation mit der monozytären TNF-
α-Produktion als mit der von PBMC freigesetzten Zytokinmenge. GROOTE et al. (1992) konnten im 
Vollblut höhere Spiegel von TNF-α und IFN-γ nachweisen und beobachteten, dass die 
Isolationsprozedur von PBMC die Proportionen von Monozyten und Lymphozyten beeinflusst und in 
einem erheblichen Verlust von Monozyten resultiert. Es kommt noch hinzu, dass die individuelle 
Variation der Zytokinkonzentration in PBMC-Kulturen ausgeprägter ist als in Vollblut (GROOTE et 
al. 1992).  
 
Um in der vorliegenden Arbeit optimale Stimulationsbedingungen für die Freisetzung von Zytokinen 
in equinen Vollblutzellkulturen evaluieren zu können, wurde zunächst untersucht welches Vollblut-
Volumen gute, reproduzierbare Detektionsergebnisse in Bezug auf das Signal-Rausch-Verhältnis von 
Zytokin-Standardkurven und Kurven der Probenkonzentration liefern. Hierzu wurden drei 
Vollblutkonzentrationen (50%, 20%, und 10%, verdünnt mit RPMI-Medium) als Ansatz verwendet. 
Die verwendeten Stimulantien PCPwL und LPS lösten die Freisetzung von TNF-α und IL-1Ra in vom 
Blutvolumen abhängiger Art und Weise aus (50% > 20% > 10%) (s. Table 1 und 2 der Publikation 1). 
Die erhaltenen Ergebnisse der 1:2-Verdünnung (50% Blutvolumen) waren, im Vergleich zu den Daten 
der 20%igen und 10%igen Verdünnungen, Schwankungen unterworfen. Eine Erklärung hierfür liefern 
möglicherweise größere Hintergrundsignale aufgrund von starker Adhäsion von Blut an den 
Oberflächen der Pipettenspitzen. Selbst wenn der Einsatz 10%iger Vollblutproben im Zellkulturansatz 
zur Evaluierung von Zytokinen kleinere Mengen an eigentlichem Probenblut benötigen würden, waren 
jedoch die in der vorliegenden Arbeit damit erhaltenen Signale schwach. Hingegen lieferten die 1:5-
Verdünnungen des Vollbluts (20% Blutvolumen) durchgängig gute und hohe reproduzierbare 
Zytokinwerte. Die vorliegenden Ergebnisse stimmen mit den Daten früherer Studien überein, die 
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stabile Zytokinproduktionen in verdünnten humanen Vollblutzellkulturen (Verdünnungsbereich von 
1:4 bis 1:10) beschrieben (DAMSGAARD et al. 2009, FRANCHIMONT et al. 1998, YAQOOB et al. 
1999). Hier wurden Vollblutzellkulturen mit isolierten Monozyten oder PBMC verglichen und 
konstantere Zytokinkonzentrationen in Vollblutzellkulturen als in isolierten Zellsystemen 
nachgewiesen. Dies legt nahe, dass Vollblut ein besser geeignetes Medium als Kulturen isolierter 
Blutzellen darstellt, um Zytokine in humanem Blut ermitteln zu können. Auch wenn in der 
vorliegenden Arbeit keine Leukozyten isoliert wurden kann angenommen werden, dass auch groß 
angelegte ex vivo Zytokinbeurteilungen mit equinen Vollblutzellkulturen unternommen werden 
können. Die in der vorliegenden Arbeit etablierte equine Vollblutzellkultur wurde weiter genutzt, um 
TNF-α, IFN-γ, und IL-1Ra zu quantifizieren und kann für den Gebrauch unter gängigen 
Feldbedingungen vorgeschlagen werden. 
 
Bakterielles Endotoxin und ausgewählte Lektine sind geeignet die Freisetzung pro-inflammatorischer 
Zytokine zu stimulieren. LPS als ein typisches bakterielles PAMP ist in der Literatur ein wohl 
erprobtes Stimulanz zur Freisetzung von Zytokinen (BEUTLER und CERAMI 1989, MACKAY et al. 
1991). Bis dato wurde der Effekt verschiedener Stimulanzien auf die Zytokinfreisetzung oftmals 
anhand von isolierten Leukozyten von Pferden (KARAGIANNI et al. 2013, MACKAY et al. 1991, 
MORRIS et al. 1990b) und Menschen (GROOTE et al. 1992, YAQOOB et al. 1999) untersucht. Des 
Weiteren konnten Zytokine in humanen Vollblutzellkulturen evaluiert werden (DAMSGAARD et al. 
2009, GROOTE et al. 1992, HORTON und REMICK 2010, STRIETER et al. 1990, YAQOOB et al. 
1999), jedoch nach aktuellem Wissensstand recht selten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
zeigen stabile Stimulation der Zytokinfreisetzung von TNF-α, IFN-γ und IL-1Ra durch LPS und 
PCPwL, das Letztere einer Kombination von Stimulanzien, bestehend aus LPS, PHA, Con A und 
PWM (s. Publikation 1 und Abbildung 1 im Anhang). Zudem erwies sich die alleinige Stimulation von 
IL-1Ra mit equinem rekombinanten TNF-α als ebenso potent. 
 
Verschiedene Studien liefern den funktionellen Beweis für die Stimulation der equinen TNF-α-
Freisetzung durch LPS (CARGILE et al. 1995, MOORE et al. 2007, NIETO et al. 2009, 
PARVIAINEN et al. 2001). FIGUEIREDO et al. (2008) untersuchten den Effekt von Lipid-Analoga in 
Bezug auf die Immunantwort von equinem Vollblut und equiner Monozyten nach Stimulation mit dem 
Endotoxin LPS. Sie setzten 0,3 ng/ml LPS (E. coli 0111:B4) als geringste Konzentration an, um einen 
signifikanten Anstieg der TNF-α-Produktion im Vollblut zu induzieren. DECLUE et al. (2012) 
stimulierten die TNF-α-Produktion konzentrationsabhängig mit 50, 75, 100 und 250 ng/ml LPS (E. 
coli 0127:B8) ohne dabei einen signifikanten Unterschied in dem TNF-α-Spiegeln festzustellen. 
Höhere Konzentrationen bis hin zu 1 x 104 ng/ml LPS (E. coli 0111:B4) wurden von WERNERS et al. 
(2006) genutzt, um die TNF-α-Produktion in equinem Vollblut zu messen. MACKAY et al. (1991) 
evaluierten das Potential verschiedener LPS-Konzentrationen (E. coli 0111:B4) zwischen 0,1 und 1 x 
104 ng/ml, um die TNF-α-Freisetzung equiner Blutmonozyten und Alveolarmakrophagen zu 
48   DISKUSSION 
 
induzieren. Im Falle von isolierten Makrophagen wurde ein Plateau der freigesetzten TNF-α-
Konzentration mit 1000 ng/ml LPS erreicht. In eigenen Versuchen wurden LPS-Konzentrationen 
zwischen 1 und 1000 ng/ml in Bezug auf die Induktion einer konzentrationsanhängigen TNF-α-
Freisetzung in equinem Vollblut evaluiert. Basierend auf diesen Untersuchungsergebnissen und der 
Literaturrecherche wurde in der vorliegenden Arbeit eine LPS-Konzentration von 1000 ng/ml für die 
Zytokinstimulation verwendet. 
Neben TNF-α erwies sich LPS zudem als erfolgreiches Stimulanz der Freisetzung von IL-1Ra im 
Model der equinen Vollblutzellkultur. Erhöhte Level der Zytokinproduktion der Zytokine IL-1Ra und 
TNF-α traten bei humanen Patienten mit Sepsis in Vergleich zu gesunden Probanden nach Stimulation 
mit LPS und PHA auf (BIENVENU et al. 1995). YANAGAWA et al. (1995) nutzten LPS zur 
Stimulation humaner Alveolarmakrophagen zur Produktion von IL-1Ra. Zudem induzierte LPS in 
murinen Makrophagen die Expression einer Vielzahl von Genen, darunter auch Gene für IL-1Ra 
(HUME et al. 2002). Im Rahmen der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zur Stimulation der 
Zytokine TNF-α und IL-1Ra wurde die Stimulanzienkombination PCPwL als Positivkontrolle 
eingesetzt. Ein positiver Effekt auf induzierte Freisetzung von Zytokinen durch die Kombination von 
mitogenen Stimuli wurde in anderen Studien beobachtet (DECLUE et al. 2012, GROOTE et al. 1992). 
Zusätzlich zu LPS sollte in der aktuellen Studie durch Hinzufügen weiterer PAMPs (Con A, PHA, 
PWM) eine intensivere Stimulation der peripheren Blutleukozyten, insbesondere der lymphozytären 
Zellpopulation, erreicht werden. Jedes dieser Mitogene ist bekannt und gut geprüft in der Literatur 
(FLAMINIO et al. 2002, WIMER und MANN 2002). Zum Beispiel wurde von ADAMS et al. (2008) 
der Einfluss der Immunoseneszenz bei Pferden auf den Teilungsverlauf von TZ und die Produktion 
inflammatorischer Zytokine untersucht. Dabei wurde Con A als TZ-Stimulanz erfolgreich verwendet. 
BANKS und HENSON (1973) beschreiben eine Antwort equiner Lymphozyten auf PHA und PWM. 
Allerdings zeigten die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimente bessere Resultate in 
Bezug auf die solitäre Stimulation der TNF-α-Freisetzung mittels LPS. Wiedergespiegelt wurde dies 
in einem stabileren Kurvenverlauf und in höheren Zytokinkonzentrationen im Zeitverlauf. Im 
Vergleich dazu konnten PCPwL und LPS eine kontinuierliche Produktion von IL-1Ra über 48 
Stunden induzieren mit nahezu identischem Kurvenverlauf über die Zeit. 
 
Um die Freisetzung von IL-1Ra zu stimulieren, wurde auch das Potential von equinem rekombinantem 
TNF-α (erTNF-α) als Stimulanz selbst getestet. Die Daten zeigen eine Übereinstimmung mit den 
Ergebnissen humaner Studien (LANGEREIS et al. 2011, MARIE et al. 1996, MARSH und WEWERS 
1994). In Versuchen mit humanen polymorphkernige Zellen konnte eine Freisetzung von IL-1Ra nach 
der Stimulation mit LPS und TNF-α induziert werden (MARIE et al. 1996). Diese Untersuchungen 
konnten durch die Studie von LANGEREIS et al. (2011) bekräftigt werden, welche auch den Einsatz 
von humanem rekombinantem TNF-α beschreibt, wodurch humane Neutrophile Granulozyten zur 
Produktion von signifikanten Mengen an IL-1Ra und IL-1ß stimuliert wurden. Die vorliegenden 
Ergebnisse stimmen mit denen von LANGEREIS et al. (2011) überein und zeigen, dass TNF-α die 
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Produktion von IL-1Ra im equinen Vollblut stimulieren kann. TNF-α ist ein proximaler Mediator von 
Endotoxin-vermittelten Effekten und die vorliegenden Ergebnisse demonstrieren, dass LPS und 
ebenso erTNF-α die IL-1Ra-Freisetzung induzieren können. Daher ist denkbar, dass LPS nicht selbst 
direkt verantwortlich für die IL-1Ra-Freisetzung aus Vollblutzellen des Pferdes ist, sondern dass TNF-
α und andere durch LPS zu induzierende, pro-inflammatorisch wirkende Zytokine, wie z.B. IL-1β oder 
IL-6, die vermittelnden Zytokine des Pferdes sind. Möglicherweise wirkt TNF-α als Induktor von IL-
1ß (JÓNASDÓTTIR et al. 2001), welches darauf wiederum die Produktion seines Antagonisten 
antreibt. Somit kann dies auch bedeuten, dass erhöhte TNF-α-Level über die zuvor beobachteten 
Zeitpunkte der höchsten Konzentration hinaus zu hohen IL-1Ra-Level beitragen könnten. Im 
Vergleich der gemessenen Zytokinkonzentrationen waren die von IL-1Ra deutlich größer als jene von 
TNF-α. DINARELLO und THOMPSON (1991) sowie GRANOWITZ et al. (1991) erläutern in ihren 
Arbeiten die Funktion von IL-1Ra, die biologischen Effekte von IL-1 mittels kompetitiver 
Rezeptorbindung zu blockieren. In Bezug auf eine Vielzahl humaner oder an Tieren durchgeführter 
Studien wird hervorgehoben, dass ein starker Überschuss an IL-1Ra nötig ist, um eine partielle oder 
totale Hemmung der IL-1-vermittelten Wirkungen zu erzielen.  
In Humanstudien zur experimentell mit Escherichia coli-Endotoxin induzierten Endotoxinämie betrug 
die maximal erreichte IL-1β-Konzentration 150 - 200 pg/ml, welche deutlich von 100-fach höher 
liegenden Il-1Ra-Spiegeln übertroffen wurden (GRANOWITZ et al. 1991). Diese Beziehung ähnelt 
der Beobachtung der vorliegenden Studie in Bezug auf das Verhältnis der Spiegel von IL-1Ra und 
TNF-α. Bei Menschen wurde dieser Zusammenhang während der Endotoxinämie (VAN DER POLL 
et al. 1994) und Zuständen erhöhter Level an Akute-Phase-Proteinen (GABAY et al. 2001, GABAY et 
al. 1997) aufgezeigt und kann mit der Beteiligung von TNF-α an den Verläufen verschiedener 
Erkrankungen verknüpft werden. In Bezug darauf begründen MARSH et al. (1994) einen 
gegenregulatorischen Effekt von IL-1Ra. Die Endotoxin-induzierte Freisetzung von IL-1ß und TNF-α 
durch humane mononukleäre Phagozyten und Alveolarmakrophagen konnte durch IL-1Ra unterdrückt 
werden. Allerdings konnte bei Pferden bis jetzt kein Zusammenhang zwischen exzessiver IL-1Ra-
Produktion in Verbindung mit der Freisetzung von TNF-α und der Pathogenese sowie Schwere von 
Erkrankungen hergestellt werden. Wie oben beschrieben wird IL-1Ra in erster Linie beansprucht, um 
die IL-1-abhängigen Aktivitäten abzuschwächen (AREND et al. 1998, DINARELLO und 
THOMPSON 1991). Dies ist bei Vorgängen des Remodelling von Geweben von Bedeutung, welche 
häufig in verschiedenen equinen, entzündlich-fibrotischen Erkrankungen wie beispielsweise beim 
equinen Asthma auftreten (AREND et al. 1998). Diese Zusammenhänge spiegeln sich in den 
Kinetiken der beiden getesteten Zytokine TNF-α und IL-1Ra wieder. Zuvor wurden keine 
zeitabhängigen Kinetiken der Freisetzung von TNF-α in Verbindung mit der Produktion von IL-1Ra in 
einer vom Blutvolumen abhängigen Art und Weise in equinem Vollblut analysiert.  
Ähnlich dem Einfluss der Vollblutverdünnung auf die TNF-α- und IL-1Ra-Produktion wurde auch der 
zeitliche Verlauf der Freisetzung beider Zytokine ex vivo nach Stimulation mit PCPwL oder LPS 
untersucht. In Bezug auf TNF-α glichen sich die Freisetzungskinetiken in der ex vivo 
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Vollblutstimulation denen, die in vivo bei Pferden nach Provokation mit LPS beschrieben wurden 
(ALCOTT et al. 2011, CUDMORE et al. 2013, MORRIS et al. 1990a). In den zuletzt genannten in 
vivo Modellen zur Endotoxinämie resultierte die Provokation mit gering dosiertem LPS im 
prognostizierbaren Effekt einer erhöhten TNF-α-Freisetzung im Plasma innerhalb von 1 bis 4 Stunden. 
DEFORGE und REMICK (1991) beobachteten humane TNF-α-Höchstkonzentrationen 6 - 8 Stunden 
nach Stimulation mit LPS und die Studie von GROOTE et al. (1992) beschreibt TNF-α als ein früh 
produziertes Zytokin mit rapidem Anstieg innerhalb der ersten 8 Stunden und einer folgenden 
Stabilisierung der Konzentration in Form eines Plateaus. In der vorliegenden Arbeit stieg der TNF-α-
Spiegel eine Stunde nach Stimulationsbeginn der equinen Vollblutzellkultur mit LPS an und gipfelte 
zwischen Stunde 8 und 12. Dieser Zeitraum wurde als optimale Inkubationsbedingung für die 
weiterführenden Experimente angesehen, denn die Stimulation von Vollblutzellkulturen über einen 
längeren Zeitraum hinweg (z.B. bis zu 72 Stunden) resultierte eher in einer sinkenden TNF-α-
Produktion. In den etablierten Vollblutzellkulturen weist IL-1Ra ein ähnliches kinetisches Profil wie 
TNF-α auf, allerdings gipfelt TNF-α früher in Vergleich zur Freisetzung von IL-1Ra. TNF-α erreicht 
höchste Konzentrationswerte innerhalb von 8 - 12 Stunden nach LPS-Zugabe, während IL-1Ra sein 
Maximum 24 Stunden später erreicht und auf diesem Level für weitere 24 Stunden blieb. In einer 
Untersuchung bei Menschen zur Endotoxinämie von GRANOWITZ et al. (1991) wurde ein zeitlich 
versetztes Freisetzungs-Verhalten von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen, z.B. von IL-1β und 
IL-1Ra, beobachtet. Die IL-1Ra-Konzentrationen erreichten den maximalen Wert 2 Stunden später als 
IL-1β. Die Beobachtung der zeitverzögerten IL-1Ra-Aktivität nach Stimulation mit LPS wurde 
ebenfalls in der Studie von ORINO et al. (1992) beschrieben.  
 
Aufgrund der immunregulatorischen Rolle sowie den Effektorfunktionen des pro-inflammatorischen 
TH-1-Zytokins IFN-γ und der damit verbundenen Beteiligung an Pathogenesen einer Vielzahl von 
Erkrankungen beim Pferd wurde auch die Freisetzung dieses Zytokins untersucht (AINSWORTH et 
al. 2003, FELIPPE 2016, GUTMANN et al. 2005, HANSEN et al. 2015). LPS stimulierte jedoch nur 
geringgradig die Freisetzung von IFN-γ in der equinen Vollblutzellkultur, daher wurde lediglich 
PCPwL in den weiterführenden Versuchen als Stimulanz von IFN-γ angewandt (s. Abbildung 1 und 
Abbildung 2 im Anhang). Es bleibt anzunehmen, dass LPS hauptsächlich Monozyten stimuliert und 
polyklonal auf B-Lymphozyten wirkt, während PCPwL mit seinen Komponenten PHA und Con A 
primär ein stärkeres, polyklonales Mitogen für TZ darstellt (ADAMS et al. 2008, BANKS und 
HENSON 1973, DAVIES et al. 2011, FRANCHIMONT et al. 1998, GONZALEZ et al. 1994, RYAN 
et al. 2010, SRIVASTAVA und BARNUM 1982). IFN-γ, auch bezeichnet als Makrophagen 
aktivierender Faktor, wird hauptsächlich im Rahmen der Reaktion auf Antigene und spezifische TZ-
Mitogene von TZ, granulären Lymphozyten (ALBERT et al. 1997, KIRCHNER 1993, LUEDKE und 
CERAMI 1990) bzw. PBMC produziert (ADAMS et al. 2008, FAGIOLO et al. 1993, 
FRANCHIMONT et al. 1998). Daher enthält die ausgewählte Kombination an Stimulanzien stark 
stimulierende Lektine, die nachweislich geeignet sind, um die Zytokinfreisetzung von TZ zu 
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induzieren.  
Die erzielte Menge an freigesetztem IFN-γ ist im Vergleich zu induziertem TNF-α- und IL-1Ra-
Konzentrationen deutlich geringer. Es bleibt anzunehmen, dass das IFN-γ seine Wirkung auch bereits 
durch geringe Zytokinkonzentrationen vermittelt oder dass die Menge an TZ im Blut der individuellen 
Probanden gering gewesen sein könnte. Eine weitere Erklärung für niedrigere Konzentrationen an 
IFN-γ kann auch in einem Ungleichgewicht von TH-1- und TH-2-Zytokinen begründet sein. IFN-γ, 
ebenso wie IL-2 oder TNF-α als TH-1-Zytokin bezeichnet, inhibiert die Produktion von TH-2-
Zytokinen. Im Gegenzug dazu wirken insbesondere die TH-2-Zytokine IL-10 und IL-4 
gegenregulatorisch zu IFN-γ (ALBERT et al. 1997, FRANCHIMONT et al. 1998). Möglicherweise 
wird auch ein Wechsel von TH-1- zu Th-2-Zytokinprofilen durch endogene oder exogene 
Glukokortikoide hervorgerufen (FRANCHIMONT et al. 1998). Allerdings erscheint dies weniger 
wahrscheinlich, da alle Pferde nachweislich nicht an akuten, chronischen oder allergischen 
Erkrankungen litten und zuvor nicht therapiert worden waren. Die Kinetik von IFN-γ zeigt, gemäß der 
verzögerten Reaktivität und Zytokinausschüttung von TZ, einen spät beginnenden Anstieg, der sich 
über 48 Stunden hin zu seinem Maximum steigert und sich insgesamt über 72 Stunden erstreckt. In 
Anlehnung an diesen Verlauf empfahl sich ein Messzeitpunkt von 48 Stunden nach Stimulation für 
IFN-γ (s. Abbildung 1 im Anhang). Dies deckt sich mit weiteren Studien, die ebenfalls Messungen 
von Lymphokinkonzentrationen und -effekten nach deutlich längeren Inkubationszeiten durchführten 
(FRANCHIMONT et al. 1998, GROOTE et al. 1992, GUTMANN et al. 2005, LUEDKE und 
CERAMI 1990, TIZARD 2013). In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen IFN-
γ und TH-2-Zytokinen nicht untersucht. 
 
In Bezug auf die induzierbare Menge an Zytokin zeigte sich teilweise eine größere Variabilität 
zwischen den jeweiligen Pferden, widergespiegelt in partiell hohen Standardfehlern der Mittelwerte (s. 
Publikation 2 und Abbildung 2). Daher ist zu empfehlen mindestens 3 oder mehr Pferde in 
weiterführenden Untersuchungen zu beproben. Um laborbedingte Schwankungen auszuschließen, 
wurden alle experimentellen Abläufe standardisiert durchgeführt und kurze Zeiträume zwischen 
Beprobung und durchzuführenden Messungen eingehalten. Der natürlich vorkommenden inter-
individuellen Variabilität zwischen high responder und low responder können verschiedene Faktoren 
zugrunde liegen, beispielsweise makrophagozytäre Endotoxintoleranz oder im Blut vorkommende 
Mengen an Anti-Zytokin- oder Anti-LPS-Antikörpern (LAVOIE-LAMOUREUX et al. 2010, VAN 
DER LINDEN et al. 1998, WERNERS et al. 2005, WILSON et al. 1991). Auch können an der 
Signaltransduktion beteiligte Faktoren wie LBP oder MD-2 durch Mutation verändert sein und eine 
verminderte Rezeptorantwort auf Endotoxin zur Folge haben (WERNERS et al. 2006). Ältere 
Individuen zeigen auf der einen Seite einen Anstieg von pro-inflammatorischen Leukozyten, Akute-
Phase-Proteinen sowie Zytokinen und auf der anderen Seite einen Rückgang anti-inflammatorischer 
Faktoren. Dieses Phänomen wird als inflamm aging beschrieben (HOROHOV et al. 2010, 
SCHNABEL et al. 2013, VICK et al. 2007). Die Untersuchung von MCFARLANE und HOLBROOK 
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(2008) zeigte eine erhöhte Freisetzung von TNF-α nach der Stimulation von PBMC adulter Pferde mit 
LPS. Darüber hinaus spielt neben dem Alter auch die Körperkondition eine wichtige Rolle. VICK et 
al. (2007) beobachteten eine positive Korrelation zwischen zirkulierender TNF-α-Konzentration und 
Adipositas von Pferden. Weitere messbare Unterschiede in der Menge der induzierten 
Zytokinproduktion liegen im immunologischen Status eines jeden Individuums begründet. In der 
vorliegenden Studie wurden ausnahmslos gesunde Pferde beprobt, aber selbst innerhalb gesunder 
Organismen können Zellen in voraktiviertem Zustand vorliegen und mit schnellerer, stärkerer 
Zytokinfreisetzung nach Stimulation reagieren (MORRIS et al. 1990b, WILSON et al. 1991). Eine 
weitere Erklärung für Schwankungen der Zytokinkonzentration kann z.B. die Präsenz von 
gegenregulatorischem IL-4 liefern, welches als antagonistisches TH-2-Zytokin zu IFN-γ in der Lage 
ist, die Fähigkeiten von Monozyten und Makrophagen zur IL-1- und TNF-α-Synthese zu unterdrücken 
(ORINO et al. 1992). 
 
4.2 Der Einfluss von Glukokortikoiden auf die Zytokinfreisetzung  
In der vorliegenden Arbeit wurden die Glukokortikoide DEX und HC eingesetzt, um die Freisetzung 
der Zytokine TNF-α, IFN-γ und IL-1Ra zu unterdrücken. Beide Glukokortikoide reduzierten die im 
Vollblutzellkultursystem des Pferdes durch LPS und PCPwL freigesetzten Konzentrationen der drei 
Zytokine konzentrationsabhängig signifikant.  
In humanen Vollblutstudien zur Untersuchung des Einflusses von DEX auf das Profil von sezernierten 
Zytokinen konnte die Produktion von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen durch DEX 
gehemmt werden. Zum einen war dies verbunden mit der stärkeren Suppression der pro-
inflammatorischen Zytokine (FRANCHIMONT et al. 1998), allerdings resultierte der Einsatz von 
DEX zum anderen auch in der Verschiebung des Verhältnisses von IL-1β und sekretorischem IL-1Ra 
hin zu stärkeren, pro-inflammatorischen Konditionen (LANGEREIS et al. 2011). Die für die 
Zytokinhemmung verantwortlichen anti-inflammatorischen Mechanismen der Glukokortikoide sind 
bereits durch viele Studien belegt worden. Sie hemmen auf der Ebene der Transkription 
inflammatorische Mediatoren, nachdem der Komplex aus Glukokortikoid und zugehörigem 
Glukokortikoidrezeptor in die Zellkerne verschiedener Immunzellen transloziert ist (CRINELLI et al. 
2000, GOPPELT-STRUEBE et al. 1996, LECOQ et al. 2009). Glukokortikoidrezeptoren werden von 
Neutrophilen sowie Eosinophilen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten exprimiert 
(GOODRICH und NIXON 2006). Der Glukokortikoid-Rezeptorkomplex bindet an sogenannte 
glucocorticoid responsive elements, welche verantwortlich sind für die Transkription der 
verschiedenen Proteine. Effektiv wird dadurch das Protein NF-κB durch die vermehrte Expression des 
spezifisch blockenden Proteins inhibitory factor kappa beta gehemmt (GOODRICH und NIXON 
2006). NF-κB ist ein Schlüsselelement innerhalb der vermehrten Synthese pro-inflammatorischer 
Zytokine und seine Hemmung ist integraler Bestandteil der Forschung und zeigt eine signifikante 
Reduktion inflammatorischer Prozesse (BOUMPAS und WILDER 2001). Die Hemmung der 
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Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-κB durch Glukokortikoide konnte als Hauptmechanismus der 
Hemmung der Produktion pro-inflammatorischer Zytokine durch Immunzellen identifiziert werden 
(BARNES 2006, CRINELLI et al. 2000, LECOQ et al. 2009). Zudem sind Glukokortikoide in der 
Lage mit Transkriptionsfaktoren innerhalb des Zytoplasmas zu interagieren.  
Des Weiteren beeinflussen Glukokortikoide Entzündungen maßgeblich durch die Hemmung der 
Prostaglandinsynthese. Dabei wird die Phospholipidhydrolyse durch die Phospholipase A2 gehemmt 
und somit die spätere Oxygenierung von Arachidonsäure zu Eicosanoiden verhindert (DI ROSA 1985, 
GOODRICH und NIXON 2006, HIGGINS und LEES 1984). Nicht nur in Bezug auf die Behandlung 
Endotoxin-bedingter Septikämien (FELIPPE 2016, MILAM et al. 1992, WERNERS et al. 2005), 
sondern auch auf die von inflammatorischen Atemwegserkrankungen, wie equines Asthma, sind 
Glukokortikoide gut erprobt und finden frequentierte Anwendung in der täglichen Praxis bei Pferden 
(COUROUCÉ-MALBLANC et al. 2008, GIGUÈRE et al. 2002, LECLERE et al. 2011, MUNOZ et 
al. 2015, PIRIE 2014, VARGAS et al. 2017). Frühere Versuche haben gezeigt, dass gegenüber 
Aerosolen, die Antigene und pro-inflammatorische Agentien enthalten, exponierte Pferde eine 
inflammatorische Antwort entwickeln. Diese ist nicht nur auf die Alveolarmakrophagen als primäre 
Verteidigungsbarriere beschränkt, sondern bezieht auch die angrenzenden zellhaltigen, pulmonalen 
Gewebsanteile mit ein (LECLERE et al. 2011, PIRIE 2014) und führt zudem zur Erhöhung von 
inflammatorischen Mediatoren und Immunzellen im Kompartiment Blut (JOUBERT et al. 2008, 
LAVOIE-LAMOUREUX et al. 2010, LECLERE et al. 2011, MARR et al. 1997, PIRIE 2014). Diese 
Entzündungsreaktionen beruhen maßgeblich auf den Eigenschaften von NF-κB (BUREAU et al. 2000, 
ROBINSON 2006). Des Weiteren haben humane Forschungen das immunmodulatorische Potential 
von Glukokortikoiden eingehend untersucht und deren Einsatz zur Hemmung der Sekretion von 
Zytokinen demonstriert (CRINELLI et al. 2000, FRANCHIMONT et al. 1998, LANGEREIS et al. 
2011).  
Daher wurden in der vorliegenden Arbeit die zwei Wirkstoffe DEX und HC der Familie der 
Glukokortikoide für das hier beschriebene Versuchsdesign verwendet, um deren inhibitorischen Effekt 
auf die TH-1-Zytokine TNF-α und IFN-γ in Kombination mit dem anti-inflammatorischen Zytokin IL-
1Ra zu untersuchen. Nach aktuellem Wissen nach wurde diese Zytokinkombination damit das erste 
Mal im Vollblutzellkultursystem des Pferdes untersucht. Obwohl die in dieser Studie angewandte 
Methode es nicht erlaubt den exakten Beitrag einzelner Zellpopulationen zu definieren, konnte die 
Glukokortikoid-induzierte Modulation der Zytokinsekretion von Blutzellen im natürlichen Milieu der 
equinen Vollblutzellkultur systematisch evaluiert werden.  
DEX hemmte die LPS-induzierte TNF-α-Freisetzung dosisabhängig im Vollblut 10-fach stärker als 
HC. Die ermittelten IC50-Werte lagen jeweils bei 0,09 µM in Vergleich zu 1,45 µM. Dieses Resultat 
korreliert einvernehmlich mit der in vivo nahen Hemmung von TNF-α im Vollblut nach der DEX-
Applikation bei Pferden (LAVOIE et al. 2006, MARTIN et al. 2016, MORRIS et al. 1991b), wobei 
sich HC auch als weniger effizient erwies (BARTON et al. 1991, HIRSCH et al. 2012, YARD et al. 
1993). Zahlreiche in vitro-Studien belegen die Fähigkeit beider Glukokortikoide die LPS-stimulierte 
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TNF-α-Freisetzung in isolierten Blutzellen gesunder und erkrankter Pferde zu reduzieren (HART et al. 
2011, LECOQ et al. 2009, MARTIN et al. 2016, MILAM et al. 1992, MORRIS et al. 1991b, PIETRA 
et al. 2011). Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen kann ein unterschiedliches, dosisabhängiges 
Wirkungspotential beider Glukokortikoide in in vivo und in vitro Studien bekräftigt werden. Folglich 
konnten ein höherer therapeutischer Index sowie eine stärkere Effektivität für DEX als für HC 
bestimmt werden.  
In einer weiteren Reihe von Experimenten konnte ebenso ein signifikanter inhibitorischer Effekt von 
DEX und HC auf LPS-induzierte IL-1Ra-Level im Vollblut demonstriert werden. Zwischen beiden 
Arzneimitteln wurde ein Wirksamkeitsunterschied oberhalb von Konzentrationen von 0,05 µM 
beobachtet. Demzufolge konnte DEX, wie bereits bei TNF-α beschrieben, als stärkerer Inhibitor 
befunden werden und reduzierte die LPS-induzierte IL-1Ra-Konzentration um ein > 6-fach höheres 
Ausmaß als HC. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen zum ersten Mal anhand einer equinen 
Vollblutzellkultur, dass Glukokortikoide eine konzentrationsabhängige Hemmung von IL-1Ra 
hervorrufen. Nach aktuellem Wissen gibt es bisher keine Studie in der Veterinärmedizin, die sich mit 
Inhibitionsversuchen von equinem IL-1Ra befasst hat. Lediglich humane Studien beschreiben eine IL-
1Ra-Inhibition durch DEX (SAUER et al. 1996). Eine weitere Studie, die humane Neutrophile 
Granulozyten von COPD-Patienten verwendete, belegt lediglich, dass eine Behandlung mit DEX die 
TNF-α-induzierte Synthese und Sekretion von IL-1Ra in humanem Vollblut reduziert und dabei die 
anti-inflammatorische Balance der sezernierten Moleküle der IL-1-Familie negativ beeinflusst 
(LANGEREIS et al. 2011).  
Zu den oben beschriebenen Effekten wurden ebenfalls signifikante Effekte von DEX und HC auf die 
Sensitivität der PCPwL-stimulierten IFN-γ-Produktion beobachtet, welche im Einklang mit den 
Studien von MCCANDLESS et al. (2013) und DAVIES et al. (2011) stehen. Beide Arzneimittel 
hemmen IFN-γ dosisabhängig. Interessanterweise bestand im höchsten Konzentrationsbereich von 10 
µM kein Unterschied zwischen beiden Glukokortikoiden in Bezug auf die Hemmung von IFN-γ (96 - 
98%), obwohl das Inhibitionsvermögen von DEX (gemessen als IC50) > 60-fach höher war als das 
von HC (s. Table 1 Publikation 2). Ähnliche Ergebnisse bezüglich der konzentrationsabhängigen 
Ansprechbarkeit von LPS- oder Mitogen-stimulierten IFN-γ auf Glukokortikoide konnten in humanem 
Vollblut und im Rahmen von Inhibitionsversuchen systemischer Inflammation und chronischer 
Bronchitis bei Mäusen und Ratten beobachtet werden (FRANCHIMONT et al. 1998, KO et al. 2013).  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass DEX und HC die Zytokinsekretion von TNF-α, IL-1Ra und 
IFN-γ aus equinen Vollblutzellen hemmen. Die Inhibition durch DEX war signifikant ausgeprägter als 
die durch HC, allerdings zeigten beide Pharmaka gleiche Potenz in den höchsten 
Arzneimittelkonzentrationen. Die Ergebnisse können dadurch erklärt werden, dass das Ausmaß der 
Zytokinhemmung eng mit der Affinität zum Glukokortikoidrezeptor korreliert. Somit zeigte DEX die 
stärkere Inhibition aufgrund höherer Rezeptoraffinität als HC (BARNES 1996, HIRSCH et al. 2012, 
LECOQ et al. 2009). Folglich liefern die Ergebnisse einen weiteren Beweis dafür, dass 
Glukokortikoide potente anti-inflammatorische Eigenschaften besitzen. Sie sind von großem 
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therapeutischem Nutzen, nicht nur zur Behandlung chronischer Atemwegserkrankungen, sondern auch 
für vielerlei weitere entzündliche Erkrankungen bei Pferden. Der parallel ausgeübte inhibitorische 
Effekt von Glukokortikoiden auf anti-inflammatorisch wirkende Mediatoren wie IL-1Ra sollte 
dringend beim Einsatz dieser Arzneimittel bedacht werden und bedarf weiterer intensiver Erforschung. 
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4.3 Schlussfolgerungen 
Die vorliegende Arbeit zeigt die gute Induzierbarkeit der Zytokinproduktion von TNF-α, IL-1Ra und 
IFN-γ im Vollblutzellkultursystem des Pferdes auf und veranschaulicht deren kinetischen Zeitverläufe 
über 72 Stunden. Die Verdünnung von Vollblut in einem Verhältnis von 1:5 (20%) und eine 
Inkubationszeit von 12 Stunden (TNF-α, IL-1Ra), bzw. 48 Stunden (IFN-γ) können als optimale 
Bedingungen zur Evaluierung stimulierter Zytokine in Vollblut herangezogen werden. Mit der 
Anwendung dieses praktikablen und komplexen Vollblutzellkultursystems können die 
physiologischen Konditionen im equinen Blut ex vivo gut und verlässlich widergespiegelt werden und 
es ist möglich weitere Erkenntnisse über die Entzündungsantwort des Pferdes auf verschiedene 
PAMPs unter Einbezug der beteiligten Zytokine zu erhalten. Wahrscheinlich ist dessen Eignung 
zudem größer als die von isolierten polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten (PMN)- oder 
PBMC-Zellkulturen. Somit ließen sich verlässliche Zeitpunkte bestimmen, um nachfolgend 
vielversprechende Inhibitoren der Zytokinfreisetzung oder Immunmodulatoren in weiteren 
Untersuchungen testen zu können, insbesondere mit Fokus auf TNF-α aufgrund seiner Beteiligung an 
Pathogenesen verschiedener Erkrankungen beim Pferd bzw. deren Exacerbationen. Die vorliegenden 
Daten zeigen eine DEX- und HC-induzierte Hemmung der Zytokinsekretion von TNF-α, IL-1Ra und 
IFN-γ in der equinen Vollblutzellkultur. Die Inhibition durch DEX war deutlich ausgeprägter als die 
durch HC, allerdings zeigten beide gleiche Potenz in den höchsten Arzneimittelkonzentrationen. 
Folglich bieten die Ergebnisse einen weiteren Beweis dafür, dass Glukokortikoide potente anti-
inflammatorische Eigenschaften besitzen und von therapeutischen Nutzen sind, nicht nur zur 
Behandlung chronischer Atemwegserkrankungen, sondern auch von einer Vielzahl weiterer 
entzündlicher equiner Erkrankungen. Der parallel ausgeübte inhibitorische Effekt von 
Glukokortikoiden auf anti-inflammatorisch wirkende Mediatoren wie IL-1Ra sollte dringend beim 
Einsatz dieser Arzneimittel bedacht werden und bedarf weiterer intensiver Erforschung.  
 
4.4 Ausblick 
Mit der Nutzung dieses praktikablen Vollblutzellkultursystems können die physiologisch im Pferd 
vorkommenden Konditionen widergespiegelt werden und es ist somit möglich neue Erkenntnisse über 
die equine Entzündungsantwort und die daran mitwirkenden Zytokine und Mechanismen zu erhalten. 
Somit wird die Grundlage geschaffen in weiterführenden Experimenten mögliche, vielversprechende 
anti-inflammatorische Arzneimittel und Immunmodulatoren sowie deren Potential der 
Zytokininhibition zu testen, insbesondere zielgerichtet auf TNF-α, aufgrund dessen Beteiligung 
innerhalb einer Vielzahl von Pathogenesen von Erkrankungen beim Pferd. Dies kann einen großen 
Fortschritt erbringen, da immer noch ein großer Bedarf an neuen Therapieansätzen und Verbesserung 
der equinen Gesundheitsversorgung besteht.  
Durch die Möglichkeit, die Freisetzung von IL-1Ra im equinen Vollblutzellkultursystem durch 
Hinzufügung von erTNF-α induzieren zu können, kann das Zytokin IL-1Ra in folgenden Versuchen 
DISKUSSION   57    
 
als Marker für die TNF-α-Aktivität genutzt werden. In Zukunft wird es von Interesse sein die 
Zytokinprofile gesunder und an equinem Asthma erkrankter Pferde im Vollblutzellkultursystem zu 
vergleichen, insbesondere die Untersuchung von Zytokinen der TH-2, wie unter anderem IL-4 oder 
IL-10. Da diese, ebenso wie die Zytokine der TH-1-Antwort, an der Pathogenese von equinem Asthma 
beteiligt sind. Spezifische Zytokininhibitoren, neutralisierende Antikörper oder small molecules, 
welche erfolgreich innerhalb der Humanmedizin angewandt werden, können für das Pferd genauer 
untersucht und nutzbar gemacht werden. Dies ist von großer Wichtigkeit, da das Risiko besteht, wie 
anhand von IL-1Ra gezeigt wurde, dass durch den Einsatz von unspezifischen, breitgefächert 
wirkenden Glukokortikoiden gegenregulatorische Zytokine mit großem therapeutischem Wert 
ebenfalls unterdrückt werden können und sich somit die klinische Regeneration verringert.  
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Zytokine bewirken maßgeblich die Kommunikation und Koordination der zellulären und humoralen 
Effektorsysteme der angeborenen und erworbenen Immunität. Die Immunzellen stellen selbst die 
Hauptproduzenten der Zytokine dar. Pro- und anti-inflammatorische Zytokine nehmen nicht nur 
innerhalb der Zellkommunikation ablaufender Immun- und Entzündungsreaktionen eine Schlüsselrolle 
ein, sondern sind somit ebenso am Ablauf von Pathogenesen zahlreicher Erkrankungen beim Pferd 
beteiligt. Trotz verschiedener Studien anhand unterschiedlicher Modelle existiert keine einheitliche 
Datenlage zu validierten, vergleichbaren in vivo-nahen Zellkultursystemen, die es erlauben die 
Kinetiken equiner Zytokine als Grundlage zur weiterführenden Erforschung von 
Zytokinwechselwirkungen sowie zur Testung potentieller Arzneimittel abzubilden. Aktuell werden 
insbesondere Glukokortikoide weiterhin aufgrund ihrer anti-inflammatorischen und 
immunmodulatorischen Eigenschaften häufig, aber in Bezug auf Zytokine unspezifisch zur Therapie 
equiner Erkrankungen eingesetzt. 
 
Ziele der Untersuchung 
Das Ziel der vorliegenden Studie bestand darin, eine einfache, schnelle, günstige und reproduzierbare 
Methodik zur ex vivo-Messung von Zytokinen (Tumornekrosefaktor-alpha [TNF-α], Interleukin-1 
Rezeptor-Antagonist [IL-1Ra] und Interferon gamma [IFN-γ]) und deren zeit- und 
konzentrationsabhängige Freisetzung in der equinen Vollblutzellkultur zu entwickeln. Anhand dessen 
sollte weiterführend der Effekt der Glukokortikoide Dexamethason (DEX) und Hydrocortison (HC) 
auf die Produktion von TNF-α, IL-1Ra und IFN-γ im equinen Vollblut untersucht werden. Zurzeit sind 
Zytokine, ihre Freisetzung sowie das Eintreten ihrer vermittelten Effekte Gegenstand der 
gegenwärtigen Forschung, mit dem Ziel spezifische Wechselwirkungen aufzuzeigen und somit 
zielgerichtete Therapeutika etablieren zu können. Insbesondere Pferde, die eine Anfälligkeit 
gegenüber mit Sepsis einhergehenden Erkrankungen oder für equines Asthma aufweisen, könnten 
davon profitieren. 
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Material und Methoden 
Hierfür wurde Pferdevollblut, in den Verdünnungen zu 10%, 20% und 50% eingesetzt und mit 
Lipopolysaccharid (LPS), einer Kombination aus Phytohämagglutinin, Concanavalin A, Pokeweed-
Mitogen und LPS (PCPwL) oder equinem rekombinantem TNF-a (erTNF-α) zur Zytokinfreisetzung 
stimuliert. Zur Erstellung der Zytokinkinetiken wurden Zellkulturüberstände zu verschiedenen 
Zeitpunkten gesammelt und die Konzentrationen von TNF-α, IL-1Ra und IFN-γ mit spezifischen 
enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) analysiert. In weiterführenden Versuchen wurden in 
der etablierten equinen Vollblutzellkultur DEX und HC in Konzentrationen von 10-12 - 10-5 M 
eingesetzt, um die LPS- oder PCPwL- induzierte Zytokinfreisetzung zu modulieren. Statistische 
Analysen erfolgten über die Berechnungen der Mittelwerte mit den dazugehörigen Standardfehlern. 
Signifikanzen wurden über ein- und zweifaktorielle ANOVA bestimmt. 
 
Ergebnisse 
Die durchgeführten Untersuchungen ergaben, dass die optimale Detektion der Zytokine in equinen 
Vollblutzellkulturen mit einem Blutanteil von 20% durchgeführt werden kann. TNF-α, IL-1Ra und 
IFN-γ wurden zeitabhängig freigesetzt und zeigten unterschiedliche Freisetzungskinetiken. Die 
PCPwL- induzierte TNF-α- und IL-1Ra-Freisetzung stiegen jeweils kontinuierlich über 24 - 48 
Stunden an. In ähnlicher Weise erreichte die LPS- stimulierte TNF-α-Konzentration ein Maximum zu 
Zeitpunkten zwischen 8 - 12 Stunden und begann daraufhin abzufallen, wohingegen die Konzentration 
von IL-1Ra 24 Stunden später gipfelte und vielmehr fortgeführt über 48 Stunden hinaus akkumulierte. 
Equines rekombinantes TNF-α konnte ebenso die IL-1Ra-Freisetzung induzieren. Die PCPwL-
induzierte IFN-γ-Freisetzung begann zeitversetzt und verlief kontinuierlich ansteigend über 48 - 72 
Stunden. In weiterführenden konzentrationsabhängigen Untersuchungen konnte anhand der equinen 
Vollblutzellkultur eine stärkere Suppression der LPS-induzierten TNF-α- und IL-1Ra-Produktion 
sowie der PCPwL-induzierten IFN-γ-Produktion durch DEX als durch HC nachgewiesen werden. 
DEX hemmte die Zytokinfreisetzung mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) von 
0,09 μM (TNF-α), 0,453 μM (IL-1Ra) und 0,001 μM (IFN-γ), während HC IC50 Werte von 1,45 μM 
(TNF-α), 2,96 μM (IL-1Ra) und 0,09 μM (IFN-γ) aufwies. 
 
Schlussfolgerungen 
Schlussfolgernd kann zusammengefasst werden, dass sich das Model der equinen Vollblutzellkultur 
hervorragend eignet, um nach erfolgreicher Mitogenstimulation den zeitabhängigen 
Freisetzungsverlauf von Zytokinen evaluieren zu können. Somit bietet das Model der equinen 
Vollblutzellkultur durch die Vorteile einer einfachen, günstigen Durchführung im in vivo-nahen, 
physiologischen Milieu, die Möglichkeit den Zytokinstatus gesunder sowie kranker Pferde zu 
beurteilen und stellt seinen Nutzen und die Verlässlichkeit unter Beweis potentielle Arzneimittel und 
immunologische Zusammenhänge des Pferdes untersuchen zu können.  
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The communication and coordination between the cellular and humoral effector compartments of the 
innate and adaptive immunity were mainly accomplished by cytokines. Immunocompetent cells 
themselves represent the main source for cytokines. Pro- and anti-inflammatory cytokines not only 
play a pivotal role within the cell signaling of expiring immune- and inflammatory reactions but also 
take part in the pathogenesis of several equine diseases. Despite various studies based on different 
experimental setups no uniform availability of data about validated, comparable in vivo cell culture 
systems exists which enables the description of the kinetically time course of cytokines as foundation 
of further investigations of cytokine interactions as well as the testing of potential drugs. These days 
especially glucocorticoids are still frequently used for treatment of equine diseases because of their 
anti-inflammatory and immunomodulatory, but with respect to cytokines unspecific properties.  
 
Objectives of the investigations 
The aim of the study was to develop an easy, quick, cheap and reproducible ex vivo method for 
measuring cytokines (tumor necrosis factor alpha [TNF-α], interleukin-1 receptor antagonist [IL-1Ra] 
and interferon gamma [IFN-γ]) and their time- and concentration-dependent release in the equine 
whole blood cell culture. Whereby the impact of the glucocorticoids dexamethasone (DEX) and 
hydrocortisone (HC) on production of TNF-α, IL-1Ra and IFN-γ should be investigated subsequently. 
Currently, cytokines, their release and eventuation of their mediated effects are objects of actual 
research with the aim to reveal specific interactions and thus be able to establish purposeful 
therapeutic agents. This could be beneficial especially for horses which display a susceptibility to 
septic diseases or equine asthma. 
 
Material and Methods 
Therefore horse whole blood diluted to 10%, 20% and 50% was stimulated with lipopolysaccharide 
(LPS), a combination of phytohemagglutinin, concanavalin A, pokeweed mitogen and LPS (PCPwL) 
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or equine recombinant TNF-α (erTNF-α). To generate cytokine kinetics TNF-α, IL-1Ra and IFN-γ 
were analyzed in culture supernatants, which were collected at different time points using specific 
enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). In further investigations within the equine whole 
blood cell culture DEX and HC were applied with concentrations between 10-12 and 10-5 M to 
modulate LPS- or PCPwL-induced cytokine release. Statistics were performed by calculation of means 




The evaluations revealed that cytokines could be detected optimal in whole blood cell cultures with 
20% blood volume. TNF-α, IL-1Ra and IFN-γ were released time-dependently and differing kinetics 
were displayed. PCPwL-induced TNF-α and IL-1Ra release was enhanced continuously over 24 - 48 
hours, respectively. Similarly, LPS-stimulated TNF-α was at maximum at time points between 8 - 12 
hours and started to decrease thereafter, whereas IL-1Ra peaked 24 hours later and rather continued to 
accumulate beyond 48 hours. ErTNF-α could induce also the IL-1Ra release. PCPwL- induced IFN-γ 
release started time displaced and showed a continuously enhanced course over 48 - 72 hours. In 
subsequent investigations within equine whole blood cell culture, LPS-induced TNF-α and IL-1Ra as 
well as PCPwL-induced IFN-γ production were more potently suppressed concentration-dependently 
by DEX than by HC. DEX inhibited cytokine release with the inhibition concentration (IC50) 0.09 μM 
(TNF-α), 0.453 μM (IL-1Ra) and 0.001 μM (IFN-γ), whereas HC with IC50 values of 1.45 μM (TNF-
α), 2.96 μM (IL-1Ra) and 0.09 μM (IFN-γ). 
 
Conclusion 
In conclusion our results could suggest the eminent suitability of equine whole blood cell culture to 
assess the release of a variety of cytokines following successful mitogen stimulation. Therefore the 
model of the equine whole blood cell culture provides, because of its advantages including simple and 
cheap performance in an in vivo close physiological ambient, the opportunity to evaluate the cytokine 
status of healthy and diseased horses. Furthermore it could give the proof of its benefit and reliability 
to evaluate potential equine drugs and immunological coherences of the horse. 
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Abbildung 1: Freisetzungskinetik von IFN-γ 
Vergleich der LPS- und PCPwL-stimulierten IFN-γ-Produktion. Messung der LPS- und PCPwL-
stimulierten IFN-γ-Produktion in der equinen Vollblutzellkultur mit 20% Vollblutanteil über einen 
Zeitraum von 72 Stunden. Die Zytokinkonzentrationen wurden durch einen equinen IFN-γ-ELISA 
detektiert (Methodik s. Publikation 1 und 2). Die Daten repräsentieren Mittelwerte von 2 
verschiedenen Pferden (n = 2). IFN-γ-Level in Vollblutzellkulturüberständen wurden anhand von 
kalibrierten IFN-γ-Standardkurven (33 pg/ml - 8000 pg/ml) interpoliert, unter Anwendung der 
Software GraphPad Prism 6.01. LPS = Lipopolysaccharid; PCPwL = Phytohämagglutinin, 
Concanavalin A, Pokeweed Mitogen und Lipopolysaccharid 
 
 




Abbildung 2: Konzentration von TNF-α, IL-1Ra und IFN-γ in der equinen Vollblutzellkultur 
Konzentrationen von TNF-α, IL-1Ra und IFN-γ in der equinen Vollblutzellkultur mit 20% 
Vollblutanteil. Die Proben wurden stimuliert mit LPS (1000 ng/ml) über 12 Stunden (A = TNF-α; B = 
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Zugabe von Medium alleine (= Negativkontrolle). Die Daten repräsentieren Mittelwerte ± 
Standardfehler des Mittelwertes von 5 (IL-1Ra, IFN-γ) respektive 8 (TNF-α) Pferden. ** p < 0.001; * 
p < 0.05. Weitere eingehende Methodik s. Publikation 2. LPS = Lipopolysaccharid; PCPwL = 
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